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 Mehansko občutljiv ionski kanal TRPV6 in prenašalec CorA ter njuna umestitev v 
transficiranih celicah HEK293T  
Povzetek 
Prilagajanje na signale iz okolja je ključna lastnost organizmov, ki jim omogoča 
preživetje. Celice signale sprejemajo preko membranskih proteinov, ki informacijo v 
notranjost celice posredujejo preko sekundarnih sporočevalcev. Mehansko občutljivi 
ionski kanali so ključni posredniki pri pretvarjanju mehanskega signala v nihanje 
koncentracije ionov. Pomembno vlogo sekundarnega sporočevalca imajo kalcijevi ioni, 
ki sodelujejo v skoraj vseh celičnih procesih, zaradi česar so ti visoko ohranjeni skozi 
evolucijo. V sklopu magistrskega dela smo želeli preveriti izražanje, delovanje in 
umestitev mehansko občutljivega kalcijevega kanala znotraj celice. Delo je obsegalo 
metode molekulskega kloniranja v bakterijskih celicah, transfekcijo sesalskih celic 
HEK293T, spremljanje jakosti signalov po stimulaciji z ultrazvokom ali kalcijevim 
ionoforom z luminometrom in umestitev kanala znotraj celice s fluorescenčnim 
konfokalnim mikroskopom. Pripravili smo genetska konstrukta podganjega mehansko 
občutljivega ionskega kanala TRPV6 iz naddružine TRP in prenašalca primarno 
magnezijevih ionov CorA iz glive Aspergillus niger. Genetska konstrukta sestavlja zapis 
za ionski kanal ali prenašalec, ki smo mu na C-konec dodali hemaglutininsko oznako, 
samoizrezujoči se peptid T2A in fluorescenčni protein TagBFP. Kot mehanski signal za 
aktivacijo kanalov smo testirali ultrazvok. Stimulacija z ultrazvokom povzroči odprtje 
kanalov, kar omogoči prehod kalcijevih ionov v celico, kjer se vežejo na kalcij vezavne 
proteine in posredno sprožijo izražanje tarčnih genov. Povišanje znotrajcelične 
koncentracije kalcijevih ionov smo spremljali kot izražanje luciferaze pod od kalcija 
odvisnim promotorjem NFAT. S kalcijevim ionoforom smo dosegli povišan odziv celic 
na kemijsko stimulacijo in dokazali, da se zasnovani poročevalski sistem odziva na 
kalcijeve ione. Celice, ki so izražale TRPV6, so sintetizirale nekoliko več luciferaze kot 
celice s pcDNA3. Nasprotno je bil odziv znižan v celicah s CorA. Pri stimulaciji z 
ultrazvokom smo pokazali, da v zasnovanem sistemu TRPV6 ne prispeva k občutljivosti 
celice, saj je bil odziv celic primerljiv celicam s pcDNA3. Podobno kot prej je pri CorA 
odziv znižan. S fluorescenčno konfokalno mikroskopijo smo pokazali, da se TRPV6 
umešča na celično membrano, zaznamo pa ga tudi v znotrajceličnih organelih. Večinoma 
je na endosomih in v okolici jedra. CorA je v znotrajceličnih organelih. Celice, ki so 
izražale TRPV6 ali CorA, niso bolj občutljive na ultrazvočno stimulacijo od 
nespremenjenih celic HEK293T. Zasnovani sistem ni občutljiv na ultrazvok, kar bi bilo 
smiselno podrobneje preučiti v nadaljnjih raziskavah, saj ultrazvok, kot neinvazivno 
orodje za aktivacijo celic in globokih tkiv, pridobiva na prepoznavnosti in možnosti 
uporabe v sintezni biologiji, diagnostiki in terapiji.  
Ključne besede: sonogenetika, ultrazvok, mehansko občutljivi kanali, kalcij 
 Mechanosensitive TRPV6 ion channel and CorA transporter and their localization 
in transfected HEK293T cells 
Abstract 
Fundamental survival feature of organisms is an adequate response to the environmental 
signal. Cells sense extracellular signals via membrane proteins, which transfer signals 
inside the cell through second messengers. Mechanosensitive ion channels are the key 
transductors of mechanical signals to ion flux. Calcium ions are important second 
messengers involved in many different cellular processes, and are therefore highly 
conserved through evolution. As a part of this master’s thesis, we aimed to study 
expression, activity and localization of mechanosensitive calcium channel. Experimental 
methods included molecular cloning in bacterial cells, transfection of mammalian 
HEK293T cells, monitoring the intesity of signals after ultrasound or calcium ionophore 
stimulation with a luminometer, and fluorescence confocal microscopy for localization 
imaging. We prepared gene constructs expressing rat mechanosensitive TRPV6 ion 
channel of TRP superfamily and CorA magnesium ion transporter from fungus 
Aspergillus niger. Genes for TRPV6 or CorA were tagged at C-terminus with 
hemagglutinin tag, self-cleaving T2A peptide and fluorescent protein TagBFP. 
Ultrasound was tested as a mechanical signal for activation. Ultrasound stimulation opens 
channels and enables the influx of calcium ions. Calcium ions bind calcium-binding 
proteins inside the cell and trigger expression of genes under calcium-dependent 
promotor, such as reporter protein luciferase and NFAT promotor. With calcium 
ionophore, we proved the functionality of reporter system, as there was an elevated cell 
response. Cells expressing TRPV6 synthesized more luciferase than cells expressing 
pcDNA3. In contrast, cells expressing CorA attenuated the response. Ultrasound 
stimulation results showed that TRPV6 does not contribute to ultrasound cell sensitivity, 
as the response was comparable to cells transfected with the empty pcDNA3 plasmid. As 
before, CorA response to ultrasound was attenuated. Fluorescence confocal microscopy 
showed TRPV6 located in cell membrane, endosomes and around the nucleus. CorA is 
observed in cellular organelles. Cells transfected with TRPV6 ion channel or CorA 
transporter were as sensitive to ultrasound stimulation as untransfected, control cells. 
These should be the subject of further research because ultrasound as a non-invasive tool 
for cell and deep tissue activation is gaining more recognition and potential applications 
in synthetic biology, diagnostics and therapy.  
Keywords:  sonogenetics, ultrasound, mechanosensitive channels, calcium 
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1 Uvod 
1.1 Signaliziranje s kalcijem  
Življenje vseh organizmov, od enoceličnih bakterij do večceličnih živali, je odvisno od 
prilagajanja na okoliške signale. Sistem zaznavanja okoliških signalov in tvorba od 
signalov odvisnih znotrajceličnih odgovorov jim omogočata prilagoditev na spremembe  
in s tem nemoteno rast in razvoj organizma [1].   
Prilagoditev na spremembe omogočajo signali iz okolja in signaliziranje s sporočevalci, 
katerih koncentracija se s časom spreminja. Pomemben sekundarni sporočevalec pri 
prenosu signala je kalcijev ion, ki je vključen v regulacijo skoraj vseh celičnih funkcij in 
reakcij. Pomembno vlogo ima pri eksocitozi v živčnih in endokrinih celicah, krčenju 
mišic, apoptozi in preureditvi citoskeleta med premikanjem ameboida [2]. Različne 
znotrajcelične procese aktivirajo z različno časovno odvisnostjo. Pri signaliziranju je 
ključen visok koncentracijski gradient kalcijevih ionov skozi različne membrane. 
Zunajcelična koncentracija kalcijevih ionov se giblje v mM območju, v citosolu pa je 
koncentracija štiri razrede nižja in je približno 100 nM. Posamezni znotrajcelični razdelki, 
kot sta endoplazemski retikulum (ER) in njegov ekvivalent v mišičnih celicah, 
sarkoplazemski retikulum (SR), imajo višjo koncentracijo kalcijevih ionov, ki služijo kot 
zaloga [3, 4]. 
Na sliki 1 je prikazan odziv celic ob povišani citosolni koncentraciji kalcijevih ionov. 
Celica sprejema signal preko transmembranskih proteinov, kot so prenašalci in ionski 
kanali, ki omogočijo prehodno in prostorsko lokalizirano povišanje citosolne 
koncentracije kalcijevih ionov. Poviša se lahko tudi s sprostitvijo znotrajceličnih zalog 
kalcijevih ionov iz ER/SR, kar aktivira sekundarni sporočevalec. S prenašanjem signala 
med prenašalci signalov, kot so adapterski proteini in encimi, se signalna kaskada 
nadaljuje in v končni točki aktivira efektorske proteine, kot so transkripcijski faktorji, in 
sproži celične procese, odvisne od kalcijevih ionov [3-5]. 
Ob prekinitvi in odsotnosti signala celica aktivno odstranjuje odvečne kalcijeve ione iz 
citosola, s čimer prepreči difuzijo lokalnega signala v druge dele celice in ohranja nizko 
citosolno koncentracijo kalcijevih ionov. Kalcijevi ioni se lahko iz citosola izčrpajo v 
zunajcelični prostor ali znotrajcelične organele, kot so ER/SR in mitohondrij. Pri tem 
sodelujejo črpalke (aktivni transport) in antiporterji (izmenjava ionov), saj gre za prenos 
ionov proti koncentracijskemu gradientu. Z odstranitvijo lokalnega signala kalcijevih 
ionov se signalna kaskada prekine [3, 4]. 
Homeostaza kalcijevih ionov je ključna za preživetje celice. Previsoka citosolna 
koncentracija kalcijevih ionov vodi v nevarnost hitrega nalaganja kalcijevih ionov v 
citosolu in citotoksičnost [4]. 
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Slika 1: Signaliziranje s kalcijem in vzdrževanje homeostaze kalcijevih ionov. Roza puščica 
prikazuje vstop kalcijevih ionov v citosol ob prisotnem signalu. Siva puščica prikazuje tvorbo 
sekundarnega sporočevalca, ki sprosti zaloge kalcijevih ionov iz ER. Modra puščica prikazuje 
signaliziranje s kalcijem, ki v končni fazi privede do celičnega odziva. Zelena puščica prikazuje 
odstranjevanje kalcijevih ionov iz citosola. Povzeto po [4]. 
1.1.1 Signalna pot Ca2+/kalmodulin/kalcinevrin/NFAT 
Ena izmed pomembnih signalnih poti, ki jo sprožijo kalcijevi ioni, je signalna pot 
Ca2+/kalmodulin/kalcinevrin/NFAT. 
Kalmodulin je eden izmed efektorskih kalcij vezavnih proteinov, ki je evolucijsko visoko 
ohranjen adapterski protein. Z vezavo kalcijevih ionov ojača signal na ravni proteinov in 
ga prenese na naslednji protein v signalni poti. Sestavljen je iz dveh globularnih domen, 
ki ju povezuje fleksibilen povezovalec. Vsaka od domen ima dve EF-dlani, ki so značilne 
za vezavo kalcija. Kalmodulin lahko veže štiri kalcijeve ione z različnimi afinitetami, kar 
omogoča zaznavanje biološko relevantnih sprememb citosolne koncentracije prostih 
kalcijevih ionov. Ob vezavi kalcijevega iona pride do konformacijske spremembe. 
Izpostavijo se hidrofobne površine z večjo afiniteto vezave do amfifilnih regij tarčnih 
proteinov. Njegovi tarčni efektorji so od kalmodulina odvisne adenilil ciklaze, 
fosfodiesteraze, protein kinaze in protein fosfataza kalcinevrin. Regulira tudi delovanje 
od kalcija odvisnih črpalk, ionskih kanalov in določenih receptorjev [3, 6]. 
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Kalcinevrin je serin treonin fosfataza, ki se aktivira z vezavo Ca2+/kalmodulina. Z 
različnimi proteini se povezuje preko ohranjenega motiva PXIXIT za vezavo 
kalcinevrina. Pomembni substrati so jedrni faktorji aktiviranih T-celic 1-4 (NFAT) [7]. 
NFAT so člani družine transkripcijskih faktorjev, ki aktivirajo transkripcijo številnih 
genov med imunskim odzivom. Aktivnost NFAT je določena s fosforilacijskim statusom 
proteina. NFAT je v neaktivni obliki fosforiliran v citoplazmi mirujočih celic. Ob 
defosforilaciji se izpostavi jedrni signal, ki omogoči translokacijo in akumulacijo 
transkripcijsko aktivnega NFAT v jedru. Aktiven NFAT sproži transkripcijo tarčnih 
genov [7, 8]. 
Defosforilacijo katalizira kalcinevrin v odvisnosti od kalcija. NFAT ima na N-koncu 
regulatorne domene fosforilirane serinske ostanke znotraj različnih s serini bogatih 
motivov. Kalcinevrin defosforilira tri od štirih motivov. Kalcinevrin se na NFAT veže z 
nizko afiniteto (Kd ~ µm), kar onemogoči konstitutivno aktivacijo NFAT, saj se ohranja 
občutljivost na zunanje signale. Defosforilacija NFAT poveča vezavno afiniteto NFAT 
do tarčnih mest na DNA, na katere se veže v obliki monomera, homodimera ali 
kooperativnega kompleksa s proteinoma Fos in Jun. Odvisno od vezavnih partnerjev 
lahko NFAT aktivira ali deaktivira izražanje določenih genov [8].  
Ko se vstop kalcijevih ionov v celico ustavi, ali ko pride do inhibicije kalcinevrina, 
različne NFAT-kinaze, na primer kazein kinaza 1 (CK1), glikogen sintaza kinaza 3 
(GSK3) in z mitogeni aktivirani kinazi p38 in c-Jun N-končna kinaza (JNK), 
kooperativno refosforilirajo NFAT, ki hitro zapusti jedro [8]. 
1.2 Mehansko občutljivi ionski kanali 
Ionski kanali so prenašalci, ki v membrani tvorijo poro in omogočajo transmembranski 
prenos ionov s hitrostjo, ki se približa hitrosti neovirane difuzije. Ioni se prenašajo v smeri 
elektrokemijskega gradienta, zaradi česar dodaten vložek energije ni potreben. Odzivajo 
se lahko na različne signale, kot so spremenjena napetost, razne molekule ali mehanski 
dražljaj [9].   
Mehansko občutljivi ionski kanali zaznavajo mehanske sile. Prisotni so v vseh kraljestvih 
živih bitij in pripadajo različnim družinam proteinov, kar nakazuje, da so se pojavili 
zgodaj in razvijali z evolucijo. Pri enostavnejših organizmih so pomembni za zaščito in 
preživetje, kasneje pa so pridobili kompleksnejše in bolj specializirane vloge, povezane 
z lokalizacijo [10, 11].  
Fiziološko pomembne mehanske sile so osmotsko nabrekanje in krčenje celice, 
deformacija celic zaradi aktomiozinske aktivnosti, kompresijske in natezne sile v kosteh 
in arterijah, strižne sile pri pretakanju tekočin in popačenje specializiranih struktur [12]. 
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1.2.1 Mehanizem odpiranja mehansko občutljivih ionskih kanalov 
Mehanizem odpiranja mehansko občutljivih ionskih kanalov še ni v celoti razjasnjen, 
uspeli pa so postaviti dva splošna modela, membranski model in model s povezanimi 
proteini (angl. tether model) [13, 14].  
Membranski model predlaga, da prisotnost mehanske sile povzroči spremembo v 
napetosti, debelini in ukrivljenosti membrane (slika 2a), kar lahko mehansko občutljivi 
ionski kanali neposredno zaznajo. Membrana deluje kot dinamično okolje, ki 
transmembranskim proteinom omogoči in stabilizira spremembo konformacijskega 
stanja, če je ta za določen protein mogoča. Kot odgovor na napetost, ionski kanal preide 
v odprto stanje in omogoči prehod določenih ionov. Signal dodatno ojača elektrokemijski 
gradient membrane [1, 12, 14]. 
Slika 2: Možni mehanizmi odpiranja mehansko občutljivih ionskih kanalov. (a) Mehanska sila 
povzroči spremembo v napetosti membrani, zaradi katere se ionski kanal odpre. (b) Na ionski 
kanal je vezan pomožni protein, ki se ob prisotnosti mehanske sile deformira ali premakne in 
odpre ionski kanal. (c) Pomožni protein je vezan preko dodatnega proteina na ionski kanal, ki 
odpre ionski kanal. (d) Dodatni protein je zasidran v bližini ionskega kanal, ki ob pristnosti 
mehanske sile tvori sekundarne sporočevalce, ki odprejo ionski kanal [15, 16]. 
Drugi model temelji na pomožnih proteinih, vezanih na ionske kanale. Pomožni proteini 
povezujejo kanal z elementi citoskeleta in/ali zunajceličnim matriksom. Ob prisotnosti 
mehanske sile pride do deformacije in premikov pomožnih proteinov, ki povzročijo 
konformacijsko spremembo ionskega kanala. Pomožni protein je lahko na ionski kanal 
5 
 
povezan neposredno (slika 2b) ali posredno (slika 2c). Pri neposredni povezavi povodec 
direktno prenese silo premika citoskeleta/zunajceličnega matriksa na kanal. Pri posredni 
povezavi se sila premika prenese na dodatni protein, ki povzroči sterično spremembo v 
pori ionskega kanala. Dodatni protein je lahko v membrani zasidran tudi nekoliko dlje od 
ionskega kanala (slika 2d), kjer ob zaznavi mehanske sile tvori sekundarni signal, ki 
aktivira ionski kanal. Kanali evkariontskih celic se odpirajo po obeh mehanizmih [14, 
16].    
Pri živalih in ljudeh mehansko občutljivi ionski kanali sodelujejo pri zaznavanju zvoka, 
tipa, bolečine in ravnotežja, uravnavanju homeostaze pri kardiovaskularnih in ledvičnih 
sistemih, uravnavanju volumna celic ter pri razvoju mišic in kosti [1, 10, 17]. Vlogo 
mehansko občutljivih kanalov so povezali z različnimi patološkimi stanji, kot so srčna 
hipertrofija in aritmija, mišična distrofija in napredovanje tumorja [17].  
1.3 Ionski kanal TRPV6 
TRPV6 je del naddružine funkcionalno raznolikih kationskih kanalov TRP, ki jih lahko 
aktivirajo fizikalni in kemijski signali. Zaradi nizke prevodnosti počasneje prepuščajo 
katione in vodijo v počasne celične procese [4, 18]. Prvič so jih opisali pri vinski mušici 
pri fototransdukciji. Pomembni so še pri zaznavanju osmotskega tlaka, dotika, zvoka [19], 
okusa in toplote. Povezali so jih s prenosom mehanskega signala, saj jih lahko aktivira 
širok spekter mehanskih sil [14, 20].  
TRPV6, skupaj s homologom TRPV5, predstavlja najbolj specifičen kanal za kalcijev ion 
znotraj naddružine TRP, zaradi česar sta pomembna pri prenosu kalcijevih ionov in 
homeostazi kalcija [21]. Izraža se konstitutivno, predvsem na celični membrani 
epitelijskih celic, kjer ima vlogo absorpcije in reabsorpcije kalcijevega iona. Večinoma 
se izraža v črevesju, vendar ga najdemo tudi v prostati, trebušni slinavki, posteljici in 
testisih [22]. Ker sodeluje pri pomembnih bioloških procesih, se lahko napake v izražanju 
TRPV6 odražajo v patoloških fenotipih epitelijskih tkiv. Povišano izražanje TRPV6 so 
povezali z rakavostjo prostate, črevesja, trebušne slinavke, jajčnikov in dojk [23, 24]. Pri 
miših z izbitim genom za TRPV6 so pokazali slabšo plodnost [22]. 
Translacija TRPV6 se začne na kodonu ACG, ki je 120 bp navzgor od začetnega ATG. 
ACG sicer kodira za treonin, vendar so z masno spektroskopijo pokazali, da se v zrelem 
proteinu vstavi metionin. Ker je N-končni podaljšek bogat s prolini, menijo, da je ta 
pomemben pri interakcijah z drugimi proteini [22]. V celicah HEK, ki so izražale človeški 
TRPV6, so pokazali, da se daljše oblike TRPV6 sintetizira manj, vendar je ta pri prenosu 
kalcijevih ionov učinkovitejša od krajše oblike [25].  
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1.3.1 Struktura TRPV6 
Leta 2016 je Saotome s sodelavci določil kristalno strukturo epitelijskega podganjega 
TRPV6, prikazano na sliki 3. Določena struktura TRPV6 je simetrična in iz dveh delov: 
transmembranske domene, ki tvori poro, in znotrajceličnega krila (ang. skirt), ki tvori 
stene votline pod ionskim kanalom [26].  
 
Slika 3: Struktura homotetramera skrajšanega podganjega TRPV6 s točkovnimi mutacijami 
I62Y, L92N, M96Q in L495Q (PDB ID:5IWK). (A) Pogled na kanal s strani. (B) Pogled na kanal 
od zgoraj, kjer je prikazana pora. Svetlo zelena kroglica prikazuje kalcijev ion. Podenote so 
prikazane v različnih barvah. Povzeto po [26]. 
Razporeditev transmembranske domene je podobna napetostno reguliranim kanalom. 
Šest transmembranskih vijačnic (TM1-TM6) se orientira tako, da N- in C-konec segata v 
celico. Za tvorbo pore je pomembna regija med TM5 in TM6, pri prenosu kalcijevega 
iona pa sodeluje predvsem TM6. Selektivni filter pore velikost pore in določajo štirje 
aspartatni ostanki na mestu 541, ki na najožjem delu pore koordinirajo kalcijev ion [22, 
26].  
Pori sledi širša, hidrofobna votlina v obliki krila znotraj celice. Na N-koncu je domena 
šestih ankirinskih ponovitev, ki je pomembna za združevanje podenot. Znotrajcelično 
krilo sodeluje pri interakcijah s proteini, predvsem pri sestavljanju homo- in 
heterotetramernega kompleksa s TRPV5, razmeščanju ionskega kanala v celici in 
regulaciji aktivnosti [26].  
 
 
7 
 
1.3.2 Mehanizem prenosa kalcijevega iona  
Pri prenosu kalcijevega iona v celico predpostavljajo, da so ključni trije kalcijevi ioni in 
tri vezavna mesta za kalcijev ion. Mesto 1 predstavlja selektivni filter z aspartati D541 in 
ima lahko vezana dva kalcijeva iona (mesto 1a in 1b). Na mestu 1a kalcijev ion 
koordinirata D541 in zunajcelična voda, na mestu 1b pa kisik iz D541 in kisik iz I539 iz 
proteinskega ogrodja znotraj selektivnega filtra ter voda. Na mestu 2 kalcijev ion 
koordinirajo karbonilne skupine proteinskega ogrodja in hidroksilne skupine T538, na 
mestu 3 pa znotrajcelična voda v votlini v bližini M569. Tretji kalcijev ion se prestavlja 
med mestoma 2 in 3. Selektivni filter ni prepusten za vodo, zato se kalcijev ion prenese v 
dehidratirani obliki [26, 27]. 
Prenos kalcijevega iona skozi človeški TRPV6 lahko v grobem opišemo v dveh stopnjah. 
Vstopajoči zunajcelični kalcijev ion se približa mestu 1a, kalcijev ion z mesta 1b pa se 
prestavi v znotrajcelično votlino. Prenos deluje po mehanizmu knock-off [27], pri čemer 
so ključni solni mostički med TM5 in TM6, ki stabilizirajo prehod ionskega kanala iz 
zaprtega v odprto stanje. Ob tem pride tudi do lokalnih prehodov α-vijačnice v π-vijačnico 
znotraj TM6. S tem se ohrani konformacija selektivnega filtra, spodnji del TM6 pa se 
nekoliko upogne in obrne. Zaradi premikov različni aminokislinski ostanki obkrožajo 
spodnji del pore v odprtem ali zaprtem stanju. Na sliki 4 je shematski prikaz strukturnih 
sprememb ob odpiranju TRPV6 [28]. 
 
Slika 4: Strukturne spremembe kanala TRPV6 ob odpiranju. TM5 in TM6 
označujeta transmembranski vijačnici. P označuje kratko vijačnico med TM5 in TM6. 
Z zelenim krogcem je označen kalcijev ion. S črtkano črto so označeni solni mostički. 
Povzeto po [28]. 
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1.3.3 Uravnavanje delovanja TRPV6 
Vezavna mesta za regulatorje aktivnosti TRPV6 so zunaj celice na povezovalnih regijah 
med TM in znotraj celice na N- in C-koncu. Na zanki med TM1 in TM2 je mogoče 
zunajcelično uravnavanje aktivnosti. Znotraj zanke je TRPV6 na mestu N397 
glikoziliran. Beta glukoronidaza lahko zunajcelični sladkor hidrolizira, zaradi česar se 
kanal ujame v membrano in stabilizira, kar poveča njegovo aktivnost [22, 26]. 
Znotraj celice aktivnost TRPV6 uravnava kalmodulin. Visokoafinitetno (Kd ~ nM) 
vezavno mesto za kalmodulin je na C-koncu TRPV6. Ob povišani citosolni koncentraciji 
kalcijevih ionov Ca2+/kalmodulin inhibira TRPV6 in vstop kalcijevih ionov v celico. Ker 
so ugotovili, da je vezavno mesto občutljivo na vezavo fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata 
(PIP2), najverjetneje inaktivacijo povzroči interakcija med kalmodulinom, kalcijem in 
PIP2 [22, 29]. 
Inaktivacija TRPV6 je lahko tudi neodvisna od vezave kalmodulina. Predvidevajo, da 
lahko kalcijevi ioni lokalno vplivajo na znotrajcelični del pore in onemogočijo nadaljnji 
vstop kalcijevih ionov [29]. 
1.4 Ionski kanali glive Aspergillus niger 
Tako kot pri živalih in človeku, ima kalcij pomembno vlogo tudi pri znotrajceličnem 
signaliziranju gliv. Glivna citosolna koncentracija kalcijevih ionov je prav tako nizka in 
uravnavana v območju 50 – 200 nM. Glede na ostale evkariontske celice, ki kalcijeve 
ione skladiščijo v ER, večina gliv za skladiščenje uporablja vakuolo. Glive kvasovke ga 
shranjujejo v obliki polifosfatne soli. Kalcijev ion je pri glivah vključen v celični cikel, 
sporulacijo, kalitev spor, rast, orientacijo in razraščanje hif ter cirkadialni ritem [30].  
Sistem signaliziranja s kalcijevimi ioni pri glivah je najbolj raziskan pri kvasovki 
Saccharomyces cerevisiae, ki je predvsem bolj enostaven kot signaliziranje pri živalih. 
Pri analizi vstopa kalcijevih ionov v glivno celico so okarakterizirali dva sistema: 
visokoafinitetni kalcijev sistem (HACS) in nizkoafinitetni kalcijev sistem (LACS). Kateri 
od sistemov se aktivira, je pogojeno z  zunajcelično koncentracijo kalcijevih ionov. Ko je 
zunajcelična koncentracija kalcijevih ionov visoka, deluje LACS, HACS pa omogoči 
vstop kalcijevih ionov, ko je koncentracija teh zunaj celice nizka [30]. Homologe 
kalcijevih kanalov  kvasovke so našli tudi pri kompleksnejših glivah, kot so plesni iz rodu 
Aspergillus [31]. V nasprotju s S. cerevisiae, imajo te kompleksnejšo in večcelično 
organizacijo, zato potrebujejo tudi več prenašalcev in ATPaz [30].  
Pri analizi genoma A. niger so pokazali prisotnost številnih prenašalcev. S primerjalno 
genomiko je raziskovalna skupina Mojce Benčina identificirala kalcijeve kanale glive A. 
niger, homologne S. cerevisiae. Med njimi so bili CCH1, MID1 in YVC1, ki so jih, glede 
na aktivacijo in arhitekturo, razdelili med napetostno regulirane, aktivirane z raztezanjem 
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in kanale TRP [31]. Pel s sodelavci je s primerjavo aminokislinskih zaporedij kar 6 
prenašalcev razvrstil v družino prenašalcev CorA, glede na ohranjeno Alr1p podobno 
domeno kvasovke S. cerevisiae. Kategorizirali so jih kot ionske kanale [32].  
1.4.1 Ionski kanal CCH1 
Glivni CCH1 je homologen katalitični podenoti α napetostno reguliranega kalcijevega 
kanala pri sesalcih in je del HACS na celični membrani pri glivah. Topološka struktura 
nakazuje na homologijo z napetostno reguliranim kanalom – šest transmembranskih regij, 
ki se povežejo v tetramer [31, 33]. Podobno kot pri TRPV6, ima CCH1 med TM5 in TM6 
zanko, ki tvori poro. V nasprotju s TRPV6 in napetostno reguliranimi kanali, ki imajo 
štiri kisle aminokislinske ostanke, ima CCH1 samo tri Glu ostanke znotraj pore, ki 
koordinirajo kalcijev ion [33].  
1.4.2 Ionski kanal MID1 
MID1 je za kalcijev ion neselektivno prepusten kanal, ki spada v skupino kanalov, 
aktiviranih z raztezanjem oziroma deformacijo celice. Našli so ga pri vseh glivah rodu 
Aspergillus in tudi pri drugih glivah, pri sesalcih pa še niso našli nobenega homologa 
[31]. Predvidevajo, da vsebuje šest transmembranskih domen, 12 Cys ostankov in 12 N-
glikozilacijskih mest [33]. MID1 kvasovk ima citosolen C-konec, ki je bogat s Cys in je 
ključen za delovanje MID1. N-končni signalni peptid je pomemben za lokalizacijo na 
plazemski in ER-membrani [34, 35].  
CCH1 in MID1 kolokalizirata in tvorita membranski kompleks HACS [31]. Na 
A. nidulans so pokazali, da interakcija poteče preko citosolnega C-konca CCH1. HACS-
mutante A. nidulans Δmid1 Δcch1, Δcch1 ali Δmid1 imajo signifikantno zmanjšan vnos 
kalcijevih ionov v celico, slabšo sporulacijo, abnenormalno razraščene hife in 
spremenjeno vsebnost polisaharidov v celični steni. Fenotip mutant se delno ali v celoti 
izboljša ob dodatku kalcijevih ionov v gojišče [33]. 
1.4.3 Ionski kanal YVC1 
YVC1 spada v skupino kanalov TRP. Pri kvasovkah se nahaja na membranah vakuole, 
kjer ga aktivira kalcij. Je tudi mehansko občutljiv. Podenote imajo šest transmembranskih 
domen, ki se najverjetneje sestavijo v tetramer in tvorijo neselektiven kationski kanal [30, 
31]. Pomemben je pri hiperosmolarnosti za sproščanje kalcijevih ionov iz celice. Vakuola 
se takrat skrči in, neodvisno od koncentracije kalcijevih ionov, mehansko aktivira YVC1 
[30]. 
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1.4.4 Prenašalec kovinskih ionov družine CorA 
Naddružino CorA sestavljajo ionski prenašalci, ki prenašajo dvovalentne kovinske ione 
skozi biološke membrane. Aktivnost CorA povezujejo predvsem s prenosom 
magnezijevega iona, pri prokariontih tudi v obe smeri [36, 37]. Magnezijev ion je glavni 
substrat CorA, prenaša pa tudi druge dvovalentne ione. CorA je temeljito preučen in zelo 
razširjen pri prokariontih, našli pa so tudi homologe v evkariontskih organizmih. 
Funkcionalne homologe so okarakterizirali na notranji membrani mitohondrija kvasovk 
in sesalcev (tip MRS2/LPE10) in celični membrani kvasovk in gliv (tip ALR in tip MNR) 
[38, 39]. Glive kvasovke imajo dva gena ALR, ALR1 in ALR2. Sprva so pokazali, da 
proteina povečata odpornost kvasovk na toksičen aluminijev ion in občutljivost na 
različne katione prehodnih kovin in kalcijev ion [40, 41].   
Znotraj naddružine CorA je na N-koncu proteina najnižja homologija, ki narašča proti C-
koncu [38]. Reza s sodelavci je s preverjanjem aktivnosti na C-koncu skrajšanega 
prenašalca MNR2 glive Magnaporthe oryzae pokazal, da je zadnjih 324 aminokislin na 
C-koncu zadostnih za pravilno delujoč prenašalec [42]. Na C-koncu sta dve 
transmembranski domeni, med katerima sta motiva MPEL in YGMNF. Zadnji, krajše 
GMN, je potreben za prenos kationov. Motiv je med homologi ohranjen [43]. 
Zaradi podobne aktivnosti predvidevajo, da je funkcija in struktura CorA skozi evolucijo 
ohranjena [38].  Strukturo so določili pri bakteriji Thermotoga maritima. CorA pri T. 
maritima povezujejo s sistemom izločanja ionov iz celice. Gre za homopentamer lijakaste 
oblike z dvema transmembranskima vijačnicama. TM1 tvorijo notranjo votlino, ki jo 
obkroža krog iz TM2. Lijakasti del proteina tvori sedemdelna paralelna/antiparalelna β-
ploskev, ki sega v notranjost celice. N- in C-konec sta oba citosolna, pri čemer je N-konec 
izrazito daljši [38, 43]. Znotrajcelična konca kažeta na prenašanje ionov iz celice [44]. Na 
CorA je 10 vezavnih mest, ki so jih okarakterizirali kot fiziološko uravnavan dvovalentni 
kationski senzor [45].  
V odsotnosti magnezijevih ionov je CorA neselektiven prenašalec z višjo prepustnostjo 
za kalcijev ion v primerjavi z manganovim, kobaltovim in nikljevim. S povišanjem 
koncentracije magnezijevih ionov se pretok neselektivnih kationov ustavi. Za selektivnost 
je pomembno visokoafinitetno vezavno mesto za magnezijev ion, pri čemer ima 
pomembno vlogo tudi motiv GMN. Z vezavo kationov se najverjetneje preko stabilizacije 
N-konca struktura proteina stabilizira [46].  
Glede na elektrofiziološke podatke so pokazali, da ima CorA ionskemu kanalu podobne 
lastnosti [46].  
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1.5 Ultrazvok kot mehanski dražljaj 
Za aktivacijo celičnega odgovora je najprej potreben zunanji dražljaj, ki je lahko 
biokemijski ali mehanski, kot je na primer ultrazvok. Ultrazvok je oblika mehanske 
energije, ki jo sestavljajo visokofrekvenčne mehanske vibracije, s frekvenco višjo od nam 
slišnega zvoka. Valovi se ustvarijo, ko se električna energija iz generatorja preko 
piezoelektričnega kristala in posledične mehanske deformacije pretvori v akustično 
energijo. Prenos in širitev valov potekata zaradi molekularnih trkov in vibracij, pri čemer 
intenziteta energije upada ob prehodu skozi tkivo. Energija ultrazvočnega vala je odvisna 
od njegovih značilnosti in od tkiva, skozi katerega potuje [47]. 
V medicini se ultrazvok uporablja v različne namene, kot so slikanje z ultrazvokom, 
diagnostika in terapija [48]. Nekatere od terapevtskih značilnosti ultrazvoka so povečan 
krvni pretok, lajšanje bolečin in krčev [47]. Vedno bolj zanimiv in učinkovit je pri 
stimulaciji nevronov, kjer ultrazvok omogoči prehod zdravil skozi krvnomožgansko 
pregrado. Za stimulacijo uporabljajo tudi druge tehnike, vsako s svojimi prednostmi in 
slabostmi. Glavna pomanjkljivost obstoječih metod pri manipulaciji nevronske aktivnosti 
je njihova omejena uporaba za terapijo globljih regij. Tu se še posebej pozitivno izkaže 
ultrazvok, ki lahko prodira vsaj 10-15cm globoko v tkivo. Drugi prednosti, ki sta ugodni 
za terapijo, sta še neinvazivnost in varnost pri stimulaciji globljih nevronov.  Odvisno od 
uporabljene frekvence, lahko dosežemo prostorsko ločljivost med 1 in 5 mm. Z uporabo 
fokusiranega nizkofrekvenčnega ultrazvoka so že uspešno izvedli stimulacijo skupka 
nevronov. Pri tem so uporabili pulzirajoč ali zvezen ultrazvok s frekvenco med 690 kHz 
in 3 MHz [48, 49]. Takšen razpon frekvenc se danes uporablja v terapiji. Z uporabo višjih 
frekvenc bi sicer lahko izboljšali prostorsko ločljivost stimulacije, vendar ne bi stimulirali 
globljih tkiv. Nižjefrekvenčni ultrazvok prodira globlje v tkiva, kar je predvsem zanimivo 
in uporabno za modulacijo možganov [47]. 
Uporaba nizkofrekvenčnega ultrazvoka povzroči tako imenovane akustične radiacijske 
sile, ki lahko premikajo manjše ione, molekule in organele. Ob aplikaciji ultrazvoka na 
celice pride do premikanja tekočine ob celični membrani. Tak mehanski stres lahko 
spremeni elastične lastnosti membrane in vpliva na strukturo in aktivnost mehansko 
občutljivih transmembranskih proteinov [48, 50]. Raziskave kažejo, da lahko 
nizkofrekvenčni ultrazvok stimulira ionske kanale na membrani in posledično sinaptične 
prenose. Predlagan je bil tudi drugačen mehanizem delovanja ultrazvoka, in sicer naj bi 
stimulacija posredno sprožila sintezo endotelijskega dušikovega oksida, ki regulira 
delovanje ionskih kanalov. Natančen mehanizem stimulacije nevronov še vedno ni znan, 
velik izziv pa predstavlja tudi stimulacija posameznih nevronov [48]. 
1.5.1 Sonogenetika 
Leta 2015 je Ibsen s sodelavci predstavil novo metodo uporabe ultrazvoka in jo 
poimenoval sonogenetika, kot analogijo optogenetiki, kjer s svetlobo stimulirajo celice. 
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Metoda temelji na uporabi fokusiranega ultrazvoka na genetsko spremenjenih celicah. Na 
glisti Caenorhabditis elegans so pokazali, da ultrazvok preko mehansko občutljivih 
ionskih kanalov aktivira nevrone. Sonogenetika predpostavlja, da bi lahko z uporabo 
rekombinantnih mehansko občutljivih kanalov neinvazivno manipulirali in aktivirali 
delovanje posameznih nevronov kjerkoli v telesu [49, 51]. Z uporabo specifičnih 
genetskih vezij, ki so zaradi mehansko občutljivih ionskih kanalov posredno odzivna na 
ultrazvok, bi lahko sintetizirali uporabne terapevtske proteine. Na tak način je Pan s 
sodelavci predstavil metodo za protirakavo imunoterapijo [52]. Pri stimulaciji možganov 
bi se osredotočili na mehansko občutljive ionske kanale, izražene v nevronih, ali pa bi 
celice naredili občutljivejše z ektopičnim izražanjem mehansko občutljivega ionskega 
kanala [50]. Z uporabo človeku nehomolognih visoko občutljivih kanalov bi zagotovili 
stimulacijo samo teh in preprečili možne škodljive učinke [49].   
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2 Namen dela in hipotezi 
Namen magistrskega dela je bil pripraviti genetske konstrukte mehansko občutljivih 
ionskih kanalov in preveriti njihov vpliv na povečanje znotrajcelične koncentracije 
kalcijevih ionov v sesalskih celicah. Preučevati smo želeli podganji mehansko občutljiv 
ionski kanal TRPV6 iz družine TRP in mehansko občutljiva ionska kanala CCH1 in 
YVC1 ter prenašalec iz družine CorA iz glive Aspergillus niger.  
Delo je obsegalo metode molekulskega kloniranja v bakterijskih celicah E. coli DH5α, 
transfekcijo sesalskih celic, spremljanje jakosti signalov po aktivaciji z ultrazvokom ali 
drugim dražljajem z luminometrom in spremljanje lokalizacije s fluorescenčnim 
konfokalnim mikroskopom. 
Izražanje ionskih kanalov smo želeli spremljati preko peptidnega označevalca HA, 
dodanega na C-konec kanala ali prenašalca, in fluorescenčnega proteina Tag-BFP, ki ga 
bi v genetskem konstruktu s kanalom povezoval samoizrezujoči peptid T2A. Izražanje 
kanala in Tag-BFP bi uravnaval isti promotor, kar omogoča spremljanje izražanja 
ionskega kanala in uspešnosti transfekcije preko prisotnosti oznake Tag-BFP. 
Lokalizaciji kanalov smo želeli slediti z detekcijo peptidnega označevalca HA z 
imunodetekcijo.  
Transficirane sesalske celice v gojišču s kalcijevimi ioni smo nameravali stimulirati z 
ultrazvokom ali kemijsko s kalcijevim ionoforom. Stimulacija z ultrazvokom bi 
povzročila odprtje ionskih kanalov, kar omogoči vstop kalcijevih ionov. Ti bodo sprožili 
signalno pot Ca2+/kalmodulin/kalcinevrin/NFAT. Aktivacijo ionskih kanalov smo želeli  
spremljati z aktivnostjo poročevalskega proteina, katerega zapis bi bil pod nadzorom 
promotorja NFAT. 
Delovni hipotezi, ki smo ju želeli potrditi ali ovreči: 
1. Celice, ki izražajo ionski kanal TRPV6 ali prenašalec CorA, se na ultrazvok 
odzovejo s povečano znotrajcelično koncentracijo kalcija. 
2. Prisotnost TRPV6 in CorA v celici ter izražanje poročevalskega proteina sta 
pokazatelja občutljivosti celic na ultrazvok. 
Z uporabo ultrazvoka, ki je varen in neinvaziven signal, ki lahko prodira globoko v tkiva, 
smo želeli celice aktivirati in sprožiti celični odgovor. Predvidevali smo, da bodo kalcijevi 
ionski kanali, ki povečajo občutljivost celice na ultrazvok, omogočili uporabo ultrazvoka 
za usmerjeno stimulacijo tkiv. Z izražanjem načrtovanih genetskih vezij, ki bi se odzivala 
na ultrazvok, bi lahko nadzorovali celice. Manipulirali bi lahko aktivnost nevronov in 
drugih celic ter preučevali nevronske povezave in njihovo obnašanje. S tem se odprejo 
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nove možnosti uporabe ultrazvoka v sintezni biologiji in diagnostiki, številne prednosti 
pa predstavlja možnost uporabe sistema v terapiji.  
 
  
15 
 
3 Materiali in metode 
3.1 Materiali  
3.1.1 Laboratorijska oprema 
V preglednici 1 je navedena uporabljena laboratorijska oprema. 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema. 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Apogee Electrophoresis kadička za agarozno elektroforezo 11.14 
Applied Biosystems  aparatura za verižno reakcijo s 
polimerazo Veriti 96 Thermal Cycler 
Bemis  parafilm 
Berthold Detection Systems  aparatura za merjenje luminiscence Orion 
II Microplate Luminometer 
BioMetra  naprava za opazovanje agaroznih gelov z 
UV-lučjo Ti3 
Canon  fotoaparat za slikanje gelov 
Corning  bele gojitvene plošče s 96 vdolbinicami, 
banjice za multikanalno pipeto 
DNR Bio-Imaging Systems  aparatura za fotografiranje agaroznih 
gelov 
Eppendorf  avtomatske pipete, multikanalne pipete, 
namizna centrifuga MiniSpin, termoblok 
Thermostat C 
Gilson  avtomatske pipete 
Hettich  centrifuga Universal 320R 
Hoefer  vir napetosti za agarozno gelsko 
elektroforezo PS 500X 
Ibidi  gojitvena posoda za mikroskopiranje (µ-
Slide 8 well) 
Invitrogen  naprava za avtomatsko štetje celic 
Countess, števne ploščice 
Iskra PIO  sterilna komora MC 12-2 
Kambič  Inkubator in stresalnik za bakterijske 
kulture 
Kimberly-Clarck  rokavice PFE latex, purple nitrile 
Leica Microsystems  konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 
Olympus svetlobni mikroskop CKX41 
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Sarstedt  nastavki za pipete, centrifugirke volumna 
15 ml in 50 ml 
Star Lab  Vibracijski mešalnik  
Thermo Fisher Scientific spektrofotometer NanoDrop ND-1000, 
CO2-inkubator za gojenje celičnih linij 
Heracell Vios 160i 
TPP  posodice za gojenje celičnih linij,  
gojitvene plošče s 96 vdolbinicami, 
gojitvene plošče s 6 vdolbinicami 
3.1.2 Reagenti 
V preglednici 2 so navedeni uporabljeni reagenti, v preglednici 3 pa uporabljeni 
komercialno dostopni kompleti. 
Preglednica 2: Uporabljeni reagenti. 
Proizvajalec  Reagent  
Biotium koelenterazin 
Gold Biotechnology agaroza 
IDT začetni oligonukleotidi 
Inalco ditiotreitol (DTT) 
Invitrogen barvilo tripan modro 
Marker Gene Technologies luciferin  
Merck NaCl, metanol 
Miltenyi Biotec goveji serumski albumin (BSA) 
NanoEnTek barvilo tripan modro 
Nanolight koencim A (CoA) 
Polysciences transfekcijski reagent polietilenimin 
Promega  petkratni lizni pufer 
Roth  Roti-Histofix 4 % 
Sigma-Aldrich 
  
ampicilin, tripsin, FBS, etidijev bromid, 
gojišče LB po Millerju, kalcijev ionofor 
A23187, Triton X-100, ATP, CaCl2, 
imerzijsko olje 
Thermo Fisher Scientific nanašalni pufer za DNA-elektroforezo, 
standard velikost GeneRuler 1 kbp DNA 
Ladder, gojišče DMEM, 10× pufer Tango  
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Preglednica 3: Uporabljeni komercialno dostopni kompleti.  
Proizvajalec  Komplet  
Applied Biosystems High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit 
Kapa Biosytems KAPA HiFi HotStart ReadyMix 
Thermo Fischer Scientific komplet za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela GeneJET PCR Purification Kit,  
komplet za izolacijo plazmidne DNA 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
3.1.3 Pufri 
V preglednici 4 so navedeni uporabljeni pufri in njihova sestava. 
Preglednica 4: Uporabljeni pufri. 
Pufer Sestava  
petdesetkratni pufer TAE za agarozno 
gelsko elektroforezo 
242 g Tris, 57,1 mL ledocetna kislina, 
100 mL 50 mM EDTA, destilirana voda 
do 1000 mL, pH 8,0 
šestkratni nanašalni pufer za agarozno 
gelsko elektroforezo 
0,25 % bromofenolmodro, 0,25 % 
ksilencianol, 40 % (w/v) glukoze v 
destilirani vodi 
petkratni izotermalni reakcijski pufer za 
sestavljanje po Gibsonu  
25 % PEG 8000, 500 mM Tris-HCl  
(pH 7,5), 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 
mM posameznega dNTP in 5 mM NAD 
fosfatni pufer z natrijevim kloridom 
(PBS) 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4 
pufer REN za merjenje aktivnosti 
luciferaze Renilla neoformis 
2,6 ml petkratnega pufra REN (3,346 g 
Na-pirofosfat (7,5 mM), 6,9 g 
NaH2PO4×H2O (50 mM), 14,5 g NaCl 
(250 mM), 1,822 g CDTA (5 mM), 5 ml 
metanol; pH 5,0), MQ do 13 ml 
pufer LUC za merjenje aktivnosti 
kresničkine luciferaze  
2,6 ml  pufra LUC (3,38 g HEPES (16,60 
mM), 0,38 g MgCl2 (3,33 mM), 0,06 g 
EGTA Na (0,08 mM) v 100 ml MQ, 
dodamo 0,08 g NaF (1,67 mM); pH 7,8), 
130 µl DTT, 130 µl ATP, 130 µl CoA, 
MQ do 13 ml. 
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3.1.4 Encimi 
V preglednici 5 so navedeni uporabljeni restrikcijski encimi. 
Preglednica 5: Uporabljeni restrikcijski encimi. 
Proizvajalec  Restrikcijski encimi Prepoznavno mesto 
Thermo Fisher Scientific DpnI GAm6↓TC 
EcoRI G↓AATTC 
XbaI T↓CTAGA 
3.1.5 Protitelesa in reagenti za imunodetekcijo 
V preglednici 6 so navedena uporabljena protitelesa in reagenti za imunodetekcijo. 
Preglednica 6: Uporabljena protitelesa in reagenti za imunodetekcijo. 
Proizvajalec  Protitelo/reagent Redčitev 
Invitrogen podenota B koleratoksina, konjugirana s 
fluorescenčnim barvilom Alexa Fluor 488 (vezava na 
membrano)  
1:300 
 sekundarno protitelo, konjugirano s fluorescenčnim 
barvilom Alexa Fluor 647 proti zajčjim primarnim 
protitelesom 
1:1000 
Sigma-Aldrich zajčje poliklonsko primarno protitelo proti označevalcu 
HA 
1:50 
3.1.6 Vektorji in izolirana RNA 
V preglednici 7 so navedeni uporabljeni vektorji in izolirana RNA. 
Preglednica 7: Uporabljeni vektorji in izolirana RNA. 
Vektor/izolirana RNA   Opis Vir 
pcDNA3 fagmid za izražanje proteinov v 
sesalskih celicah 
Invitrogen 
Izolirana RNA A. niger izolirana RNA A. niger z zapisi za 
želene ionske kanale 
Nada Kraševec, D-
11, Kemijski inštitut 
pFastBac/TRPV6 vektor z zapisom za TRPV6 raziskovalna 
skupina Saotome 
[26] 
pJL052/T2A:TagBFP vektor z zapisoma za 
samoizrezovalni peptid T2A in 
fluorescenčni protein TagBFP 
Jan Lonzarič, Zbirka 
plazmidov 
Kemijskega inštituta 
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pERV3/mCherry:FYVE vektor za izražanje 
transfekcijskega markerja za 
endosome – fuzija med mCherry 
in domeno cinkovi prsti FYVE za 
označevanje endosomov 
Zbirka plazmidov 
Kemijskega inštituta 
pGL3/Fluc vektor z zapisom za kresničkino 
luciferazo (Fluc) pod od kalcija 
odvisnim promotorjem NFAT 
Addgene, 
#17870 
phRL-TK/Rluc  vektor z zapisom za Renilla 
luciferazo (Rluc) pod 
konstitutivnim promotorjem 
Promega 
 
pcDNA3 
pcDNA3 je 5,4 kb dolg fagmidni vektor, primeren za izražanje proteinov v sesalskih 
celicah. Multiplo klonirno mesto za vstavljanje genov je pod nadzorom močnega 
konstitutivnega promotorja CMV. Vektor vsebuje mesto ori za pomnoževanje vektorja v 
bakterijskih celicah, ori f1 za sintezo ssDNA in ori SV40 za pomnoževanje vektorja v 
sesalskih celicah, ki izražajo veliki antigen T SV40, kot so celice HEK293T. Selekcijska 
markerja sta gena za odpornost na ampicilin, ki se izraža pod bakterijskim promotorjem, 
in na neomicin, ki je pod promotorjem SV40 za sesalske celice. pcDNA3 smo uporabili 
kot osnovni vektor za pripravo genetskih konstruktov. Shema pcDNA3 je prikazana na 
sliki 5. 
 
Slika 5: Fagmid pcDNA3. Vektorsko karto smo pripravili s programom SnapGene Viewer. 
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3.1.7 Začetni oligonukleotidi 
V preglednici 8 so navedeni uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
Preglednica 8: Uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
Konstrukt/uporaba Smerni začetni 
oligonukleotid (5'3') 
Protismerni začetni 
oligonukleotid (5'3') 
EcoRI:kozak:YVC1:HA: 
XbaI 
gtgctggaattcgccaccatgggccactgg
cgagatatcttc 
ctatagaatagggccctctagattaagcgtaatct
ggaacatcgtatgggtattccggatccacgatg
gttg 
EcoRI:kozak:CCH1: 
HA:XbaI 
gtgctggaattcgccaccatggcttcaagta
gccatgaccgcg 
ctatagaatagggccctctagattaagcgtaatct
ggaacatcgtatgggtactcccccgatcgccgt
c 
EcoRI:kozak:CorA: 
HA:XbaI 
gtgctggaattcgccaccatgtccgagtcac
cgaagtccg 
ctatagaatagggccctctagattaagcgtaatct
ggaacatcgtatgggtatacaagcttgtagcag
cgagcc 
linearizacija pcDNA3 med 
EcoRI in XbaI 
tctagagggccctattctatag catggtggcgaattccagcacactggcggccgt
tac 
T2A:TagBFP ggagaggaagtcttctgacctgcggagac
gtcgaagagaatcctggacccatgagcga
gctgattaaggagaac 
ctatagaatagggccctctagattaattaagcttg
tgccccagtttgctag 
CorA:HA:T2A tctagagggccctattctatag gcaggtcagaagacttcctctcccctcggctct
agcgtaatctggaacatcgtatg 
delecija CorA gagtagtgactggatctgttatgccatgatc
gacgatatcgttgatagttttg 
 
gacgggcccaaaactatcaacgatatcgtcgat
catggcataacagatccagtc 
TRPV6:HA:T2A 
 
gtaacggccgccagtgtgctggaattcgcc
accatggggtggtcactgcctaag 
 
ctctcccctcggctctagcgtaatctggaacatc
gtatgggtatatctgatactcccagccttc 
 
uvedba začetnih 40 ak pri 
TRPV6  
gtaacggccgccagtgtgctggaattcgcc
accatgggccccctgcagcgggagggac
ggcccgccctgggagacgccaacgtggc
ccctggcagctcccccggaggagtgtggc
accagcctcagccccctaaggacagcgcc
ttccaccccatggggtggtcactgcctaag 
ctctcccctcggctctagcgtaatctggaacatc
gtatgggtatatctgatactcccagccttc 
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3.1.8 Organizmi 
V preglednici 9 so navedeni uporabljeni organizmi. 
Preglednica 9: Uporabljeni organizmi. 
Organizem  Opis  Vir  
E. coli DH5α sev bakterije E. coli z genotipom F- / 
supE44, ΔlacU169 (80 lacZΔM15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96, thi-1, 
relA1 
Zbirka sevov na 
Kemijskem inštitutu 
HEK293T Celična linija človeških embrionalnih 
ledvičnih celic, ki izraža veliki SV40 
antigen T. HEK293T izraža mehansko 
občutljive ionske kanale Piezo. 
ATCC 
HEK293T 
Piezo- 
vrsta celične linije HEK293T z izbitim 
genom za endogene ionske kanale 
Piezo 
prof. Dr. Adam 
Patapoutian, Howard 
Hughes Medical 
Institute 
 
3.2 Metode molekulskega kloniranja 
Uporabili smo klasične metode molekulskega kloniranja. Z reverzno transkripcijo smo 
pretvorili izolirano RNA v cDNA. Segmente DNA za pripravo želenih genetskih 
konstruktov smo pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in jih z metodo 
sestavljanja po Gibsonu zlepili vstavili v vektor. Pripravljene vektorje smo namnožili v 
bakterijah, njihovo zaporedje pa smo preverili z določanjem nukleotidnega zaporedja. 
Začetne oligonukleotide je sintetiziral zunanji ponudnik Integrated DNA Technologies 
(IDT). Temperature prileganja oligonukleotidov na matrico smo izračunali s spletnim 
orodjem OligoAnalyzer.  
3.2.1 Reverzna transkripcija 
Reverzna transkripcija je reakcija prepisovanja matrice RNA v DNA ob uporabi 
protismernega začetnega oligonukleotida. Reakcijo katalizira reverzna transkriptaza, ki 
na 3'-konec protismernega začetnega oligonukleotida dodaja deoksiribonukleotide. 
Nastala cDNA je manj dovzetna za hidrolizo z nukleazami kot RNA. 
Obstajata dva pristopa zasnove reakcije. Kot protismerni začetni oligonukleotid lahko 
uporabimo naključne ali specifične začetne oligonukleotide. Naključni prilegajo na 
pogosto ohranjena zaporedja znotraj RNA, zato je velika možnost, da se prepiše tudi zapis 
za želeni gen. Specifični začetni oligonukleotidi prilegajo direktno na želeni gen. Z 
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uporabo obeh pristopov preizkusimo prepisovanje tarčnih genov in si povečamo 
verjetnost za uspeh reverzne transkripcije.  
Za vsakega izmed glivnih ionskih kanalov smo pripravili dve reakcijski mešanici. V eno 
smo dodali naključne začetne oligonukleotide, v drugo pa specifičnega. Rezultat reverzne 
transkripcije je cDNA. Kot matrico za PCR, smo uporabili cDNA pridobljeno na oba 
načina. 
Uporabili smo komplet reagentov za reverzno transkripcijo High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit. Volumni posameznih komponent reakcijske mešanice so zabeleženi v 
preglednici 10, temperaturni in časovni profil pa v preglednici  11. 
Preglednica 10: Reakcijska mešanica za reverzno transkripcijo. 
Komponenta Volumen (µL) 
10× pufer RT  2,0 
25× dNTP mix 0,8 
10× protismerni začetni oligonukleotidi (10 µM)  2,0 
reverzna transkriptaza MultiScribe 1,0 
voda brez nukleaz 13,2 
RNA 1,0 
Skupaj 20 
 
Preglednica 11: Temperaturni in časovni profil reverzne transkripcije. 
 1. 2. 3. 4. 
Temperatura (°C) 25 37 85 4 
Čas 10 min 120 min 5 min ∞ 
 
Po končani reverzni transkripciji smo določili koncentracijo dobljene cDNA s 
spektrofotometrom NanoDrop. 
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3.2.2 PCR 
PCR je metoda, ki se uporablja za pomnoževanje želenih segmentov DNA z začetnimi 
oligonukleotidi in DNA-polimerazo. Reakcija poteka v ponavljajočih se ciklih treh 
korakov. Prvi korak vključuje denaturacijo matrične DNA, kjer zaradi uporabe visokih 
temperatur razpadejo vodikove vezi znotraj dvojne vijačnice. V drugem koraku z 
znižanjem temperature omogočimo prileganje začetnih oligonukleotidov na matrico. V 
tretjem koraku poteče sinteza DNA z DNA-polimerazo.  
Pri delu smo uporabili komercialno dostopno polimerazo KAPA HiFi Hotstart v 
reakcijskem pufru, ki je vseboval mešanico dNTP. Polimeraza KAPA HiFi Hotstart je 
primerna za prileganja začetnih oligonukleotidov pri visokih temperaturah. Volumni 
posameznih komponent so zabeleženi v preglednici 12, temperaturi in časovni profil PCR 
pa v preglednici 13. 
Preglednica 12: Reakcijska mešanica za PCR. 
Komponenta Volumen (µL) 
matrična DNA  50 ng 
smerni začetni oligonukleotidi (10 µM) 2,0 
protismerni začetni oligonukleotidi (10 µM) 2,0 
dvakratni KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12,5 
MQ dopolni do 25 µL 
Skupaj 25 
 
Preglednica 13: Temperaturni in časovni profil PCR-reakcije 
 Stopnja  Temperatura (°C) Čas 
1. začetna denaturacija 95 3 min 
2. (30 ciklov) 
denaturacija 98 20 s 
prileganje 50-70 15 s 
podaljševanje   72 30 s/kb 
3. 
končno podaljševanje 72 5 min 
konec  10 ∞ 
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3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza  
Agarozna gelska elektroforeza se uporablja za ločevanje različno dolgih fragmentov 
DNA. Temelji na potovanju negativno nabite DNA skozi zamrežen agarozni gel pod 
enosmernim električnim tokom proti pozitivni anodi, pri čemer manjši fragmenti DNA 
potujejo hitreje od daljših. Z uporabo interkelatorja v nanašalnem pufru lahko ločene 
fragmente DNA vizualiziramo pod UV-lučjo. 
Fragmente DNA po PCR smo analizirali na 0,9 % agaroznem gelu, ki je vseboval etidijev 
bromid. Produktom PCR-reakcij smo dodali nanašalni pufer in mešanice nanesli na gel. 
Poleg vzorcev smo nanesli tudi standard GeneRuler 1 kbp Plus DNA, s katerim smo 
določili dolžino fragmentov. Elektroforeza je potekala v 1× pufru TAE pri konstantni 
napetosti 110 V. Po ločitvi fragmentov smo fragmente DNA na gelu vizualizirali z UV-
svetlobo. 
3.2.4 Izolacija fragmentov DNA iz gela 
Ustrezne fragmente DNA smo iz gela izolirali s kompletom reagentov GeneJET PCR 
Purification Kit po navodilih proizvajalca, pri čemer smo za elucijo DNA s kolone 
uporabili MQ. Koncentracijo izolirane DNA smo določili z spektrofotometrom 
NanoDrop. 
3.2.5 Rezanje vektorja z DpnI 
S PCR smo pripravili tudi lineariziran vektor pcDNA3, ki je potreben za vstavljanje in 
sestavljanje segmentov po Gibsonovi metodi. Krožen in linearen vektor se po velikosti 
ne razlikujeta dosti, zato ju na gelu nismo mogli ločiti. Za ločitev linearne DNA od krožne 
DNA smo uporabili restrikcijsko endonukleazo DpnI, ki cepi na specifičnem metiliranem 
mestu GAm9TC. Metilacija DNA poteče v bakterijskih celicah, zato sintetizirana linearna 
DNA ni metilirana, krožna DNA pa je. DpnI cepi samo krožen vektor. 
DpnI v restrikcijsko mešanico (preglednica 14) dodamo v dveh delih. Najprej 
restrikcijsko mešanico inkubiramo pri 37 °C z 1 µL DpnI, po 1 h pa ji dodamo še 1 µL 
DpnI. 
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Preglednica 14: Reakcijska mešanica za rezanje z DpnI. 
Komponenta Volumen (µL) 
DNA 30 
10× pufer Tango  5 
DpnI 2 
MQ 13 
Skupaj 50 
3.2.6 Sestavljanje po Gibsonu 
Gibsonova metoda temelji na sestavljanju segmentov DNA na podlagi vsaj 20 bp dolgih 
prekrivajočih se koncev, ki smo jih dodali s PCR-reakcijo. Sestavljanje poteče znotraj ene 
reakcije, kjer eksonukleaza T5 tvori 3'-previsne konce, DNA-polimeraza Phusion zapolni 
vrzeli in DNA-ligaza Taq združi zareze [53]. 
Za izvedbo reakcije smo uporabili reakcijski pufer Gibson MasterMix, ki vsebuje dNTP 
in potrebne encime. V pripravljen MasterMix smo dodali segmente DNA v enakem 
masnem razmerju (preglednica 15) in inkubirali 45 min pri 50 °C. 
Preglednica 15: Reakcijska mešanica za sestavljanje po Gibsonu. 
Komponenta Volumen (µL) 
Gibson MasterMix 15 
segmenti DNA (po 40 ng) v MQ 5 
Skupaj 20 
 
3.2.7 Transformacija E. coli 
Za vnos DNA v kompetentne celice E. coli DH5α smo izvedli transformacijo s toplotnim 
šokom. Uporabili smo kompetentne celice, ki so bile shranjene pri -80 °C. Odtaljenim 
celicam smo dodali ohlajeno Gibsonovo reakcijsko mešanico in inkubirali na ledu. Za 
vnos fagmida v celico smo izvedli toplotni šok pri 42 °C. Zatem smo celicam dodali 
tekoče gojišče LB in jih inkubirali 1 h pri 37 °C. Celice smo nato nacepili na LB-plošče 
z dodanim ampicilinom. Po prekonočni inkubaciji pri 37 °C smo posamezne kolonije 
precepili v tekoče gojišče LB s 50 mg/L ampicilina in jih ponovno inkubirali pri 37 °C 
čez noč. 
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3.2.8 Izolacija DNA iz E. coli 
Za izolacijo DNA iz celic smo uporabili komplet GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
(Thermo Scientific) po navodilih proizvajalca. Koncentracijo izolirane DNA smo določili 
na spektrofotometru NanoDrop. 
3.2.9 Kontrolno rezanje z restrikazama  
S kontrolnim rezanjem z restriktazo potrdimo vstavljanje segmentov v vektor. Ker 
poznamo pričakovano dolžino in nukleotidno zaporedje fagmida, poznamo tudi dolžino 
segmentov ob rezanju fagmida z restrikcijskimi endonukleazami. Za kontrolno rezanje 
smo uporabili EcoRI in XbaI. Z uporabo spletnega orodja Double Digest Calculator 
(Thermo Scientific) smo določili optimalen pufer za rezanje z restriktazama. Pripravljeno 
restrikcijsko mešanico (preglednica 16) smo nato inkubirali 1 h pri 37 °C. 
Preglednica 16: Reakcijska mešanica za kontrolno rezanje z restriktazama. 
Komponenta Volumen (µL) 
10× pufer Tango (končna konc. 2×) 4 
EcoRI 0,5 
XbaI 1 
DNA 450 ng 
MQ dopolni do 20 µL 
Skupaj 20 
 
Z elektroforezo na 0,7 % agaroznem gelu smo preverili dolžine rezane DNA in določili 
vektorje, ki so vsebovali segmente dolžin, ki ustrezajo želenim konstruktom.  
3.2.10 Določitev nukleotidnega zaporedja 
Za določitev pravilnega nukleotidnega zaporedja smo vektorje, ki so bili potrjeni s 
kontrolnim rezanjem z restriktazama, poslali na analizo v podjetje GATC Biotech. 
Pripravili smo mešanico fagmidne DNA in začetnih oligonukleotidov po navodilih 
podjetja. Podjetje izvaja določanje nukleotidnega zaporedja po Sangerjevi metodi. 
Rezultate smo pregledali v programu Genome Compiler, SnapGene Viewer in spletnem 
orodju EMBOSS Needle Nucleotide Alignment. 
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3.3 Delo s sesalskimi celičnimi linijami 
3.3.1 Gojenje celic HEK293T in HEK293T Piezo- 
Celični liniji HEK293T in HEK293T Piezo- smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % 
CO2. Za to smo uporabili gojitvene posode, ki celicam omogočijo pritrjevanje na dno 
gojitvene posode. Uporabljali smo gojišče DMEM z dodanim 10 % FBS.  
Delo s celičnimi linijami je potekalo v sterilni komori. Ob primerni preraščenosti (70 %) 
smo s tripsinom, s prekinitvijo medceličnih stikov in stikov s podlago, celice odlepili s 
podlage. Celice smo resuspendirali v svežem gojišču in jih prešteli na apraturi Conutess. 
Suspenzijo celic in barvila tripan modro smo nanesli na ploščico za štetje celic in izmerili 
njihovo število. Barvilo lahko v celico vstopi samo skozi poškodovano membrano, 
kakršno imajo mrtve celice. Žive celice so z barvilom le obkrožene, kar izkoristimo za 
štetje celic. Zaradi razlike v barvanju živih in mrtvih celic, nam Countess poda tudi 
viabilnost, ki mora biti večja od 90 %. 
Primerno število celic smo nacepili za določen eksperiment v ustrezne gojitvene plošče 
(preglednica 17) ali vrnili v gojitveno posodo kot novo pasažo.  
Preglednica 17: Uporabljene gojitvene plošče in količine celic. Končni volumni in število celic v 
določeni vdolbinici za posamezen eksperiment so določeni po priporočilih proizvajalca 
transfekcijskega reagenta PEI. 
Gojitvena plošča 
Število celic na 
vdolbinico 
Končni volumen v 
vdolbinici (mL) 
Eksperiment 
gojitvena plošča z 
1 ali 6 
vdolbinicami 
500 000 2 stimulacija celic 
gojitvena plošča z 
8 vdolbinicami 
50 000 0,25 
določanje 
lokalizacije 
3.3.2 Transfekcija celic HEK293T in HEK293T Piezo-  
Celice primerne za transfekcijo morajo biti enakomerno in približno 50 % preraščene ter 
vretenaste oblike.  
Za transfekcijo smo uporabili raztopino DNA v 150 mM NaCl. Količine posameznih 
DNA konstruktov za stimulacijo celic so zapisane v preglednici 18, za določanje 
lokalizacije s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom pa v preglednici  19. 
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Preglednica 18: Transfekcijska mešanica za stimulacijo celic. V primeru negativne kontrole smo 
namesto ionskega kanala dodali dodatno količino pcDNA3. 
 pcDNA3 TRPV6/CorA Fluc Rluc Skupno 
ng DNA 770 200 1500 30 2500 
 
Preglednica 19: Transfekcijska mešanica za določanje lokalizacije. V primeru negativne kontrole 
smo namesto ionskega kanala dodali dodatno količino pcDNA3. Količine zapisane v oklepaju 
smo uporabili pri pozitivni kontroli TRPA. 
 pcDNA3 TRPV6/CorA (TRPA1) mCherry Skupno 
ng DNA 200 (300) 200 (100) 100 500 
 
Transfekcijskim mešanicam smo, v stehiometričnem razmerju 1:1, dodali PEI, redčen po 
priporočilih proizvajalca. PEI se zaradi svoje kationske narave uporablja za dostavo 
negativno nabite DNA v celico. Zaradi nasprotujočih si nabojev med pozitivno nabitim 
PEI in negativno nabito DNA pride do elektrostatskih interakcij in tvorbe PEI/DNA 
kompleksa, ki v celico vstopi z endocitozo. Zaradi bazičnih dušikov PEI ohranja pufersko 
kapaciteto pri širokem spektru pH, kar prepreči lizosomsko razgradnjo DNA. Lizosom v 
celici nabrekne in poči, kar omogoči sprostitev PEI/DNA kompleksa v citosol [54].  
Po 20 min smo transfekcijske mešanice dodali v gojišče nacepljenih celic. Dodali smo 
200 µL transfekcijske mešanice v primeru stimulacije celic in 50 µL pri določanju 
lokalizacije. Celice smo nato za 24 h postavili v inkubator. 
3.3.3 Stimulacija celic  
Dan po transfekciji (preglednica 18) smo celicam odstranili gojišče in jim dodali 4 mL 
svežega gojišča s 4 mM CaCl2. Celice smo stimulirali kemijsko s kalcijevim ionoforom 
A23187 ali mehansko z ultrazvokom.  
Za stimulacijo s kalcijevim ionoforom smo v gojišče dodali kalcijev ionofor pripravljen 
v PBS do končne koncentracije 2,5 µM. Kalcijev ionofor A23187 je antibiotik iz kulture 
Streptomyces chartreusensis in deluje kot mobilni prenašalec divalentnih kationov skozi 
biološke membrane. Največjo afiniteto ima za kalcijeve ione [55]. Ob dodatku A23187 
celicam se poveča znotrajcelična koncentracija kalcijevih ionov. Pokazali so, da se pri 
uporabi nizke koncentracije A23187, od 10-9 do 10-6 M, znotrajcelična koncentracija 
                                                 
1
 TRPA je ionski kanal z označevalcem HA, iz zbirke na Kemijskem inštitutu, ki smo ga uporabili kot 
pozitivno kontrolo. 
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kalcijevih ionov poveča tudi zaradi aktivacije kalcijevih ionskih kanalov na celični in ER-
membrani [56]. 
Pri mehanski stimulaciji z ultrazvokom smo na vdolbinico plošče namestili ultrazvočno 
sondo, ki je bila potopljena pod gladino gojišča. Sonda je del ultrazvočne naprave 
MODUSON [57], ki generira ultrazvočne pulze za stimulacijo celic. Stimulacijski pulz 
je sestavljen iz valov sinusne oblike, ki jim definiramo amplitudo, frekvenco in število 
period. Ponovitve stimulacijskega pulza določimo s številom in frekvenco ponovitev 
pulza. Parametri določijo čas (pulzirajočega) stimulacijskega signala, ki ga 55-krat 
ponovimo. Uporabljeni parametri so zapisani v preglednici 20 in predstavljeni na sliki 6. 
Preglednica 20: Parametri, uporabljeni pri stimulaciji z ultrazvokom. 
Amplituda 1 
Frekvenca sinusnega vala 310 000 Hz 
Število period sinusnega vala 100 
Število ponovitev pulza 7500 
Frekvenca ponovitev pulza 750 Hz 
Število ponovitev stimulacijskega signala 55 
Premor med stimulacijskim signalom 120 s 
 
Slika 6: Shematski prikaz ultrazvočnega stimulacijskega signala naprave 
MODUSON s prikazanimi parametri, ki jih lahko nastavimo. Povzeto po [57]. 
Stimulacija posamezne vdolbinice s celicami je potekala približno 2 h v inkubatorju pri 
37 °C in 5 % CO2. 
Po stimulaciji s kalcijevim ionoforom in ultrazvokom smo celice inkubirali nadaljnjih 18-
24 h. Vse celice znotraj enega eksperimenta so imele čas inkubacije po stimulaciji enako 
dolg. Celice smo nato centrifugirali in pelet resuspendirali v liznem pufru. S prenosom na 
mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo celice pripravili na dvojni luciferazni test. 
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3.3.4 Dvojni luciferazni test 
Dvojni luciferazni test temelji na aktivnosti poročevalske luciferaze Fluc in kontrolne 
luciferaze RLuc, ki se konstitutivno izraža v vseh celicah. Luciferazi imata različna 
substrata in različne spektralne lastnosti, zato lahko hkrati izmerimo aktivnost obeh. 
Substrat kresničkine luciferaze je luciferin, substrat lucifireaze Renilla pa koelenterazin 
[58]. 
Celice smo kotransficirali (preglednica 18) z našimi konstrukti, s poročevalskim 
vektorjem Fluc pod promotorjem NFAT in s kontrolnim vektorjem phRL-TK. Pripravili 
smo pufra za določanje aktivnosti posamezne luciferaze in dodali ustrezno raztopljen 
substrat: luciferin v MQ in koelenterazin v metanolu. Celičnemu lizatu, pripravljenem na 
mikrotitrski plošči, smo določili aktivnost luciferaz s čitalcem mikrotitrskih plošč Orion 
II Microplate Luminometer. 
Signal Fluc je odraz učinkovitosti stimulacije in povišanja znotrajcelične koncentracije 
kalcijevih ionov. Signal Rluc podajo vse transficirane celice. Rezultate smo predstavili z 
normalizacijo vrednosti Fluc na vrednosti Rluc v relativnih luciferaznih enotah (RLE). S 
tem normaliziramo razlike v signalih, do katerih bi lahko prišlo zaradi različnega števila 
celic v različnih vdolbinicah. 
3.3.5 Označevanje celic s protitelesi 
Označevanje celic s protitelesi se uporablja za imunodetekcijo proteinov, ki temelji na 
imunološki povezavi ustreznega protitelesa in proteina. Imunodetekcija je test preverjanja 
prisotnosti proteina. Lahko je enostopenjska ali dvostopenjska. Pri enostopenjski 
imunodetekciji, je protitelo specifično za določen protein kovalentno označeno. Ob 
povezavi protitelesa in proteina, lahko neposredno zaznamo iskan protein. V primeru 
dvostopenjske imunodetekcije se uporabljajo primarna in sekundarna protitelesa. 
Primarno protitelo se veže na specifičen protein, sekundarno pa je kovalentno označeno 
in se veže na primarno protitelo, kar nam omogoči indirektno vizualizacijo iskanega 
proteina. Protitelesa so lahko označena z encimom ali fluorescenčnim proteinom. Med 
postopkov je celice potrebno blokirati z raztopino BSA, ki onemogoči nespecifično 
vezavo protiteles. Princip imunodetekcije smo uporabili za določanje lokalizacije ionskih 
kanalov. 
Dan po transfekciji smo v gojišče celic HEK293T (preglednica  19) za 7 min dodali 
podenoto B koleratoksina konjugirano s fluoroforom. Za fiksacijo celic smo za 15 min 
dodali raztopino 4 % HistoFix-a z 0,1 % Tritonom, blagim neionskim surfaktantom, ki 
naredi celico prepustno za Histofix. Za blokiranje smo dodali 3 % raztopino BSA in jo 
pustili delovati 30 min. Celicam smo nato za 60 min dodali primarna protitelesa v 3 % 
BSA, jih sprali z 1 % BSA, zatem pa dodali še sekundarna protitelesa v 3 % BSA za 45 
min. Med posameznimi koraki označevanja celic smo jih spirali s PBS. Protitelesa smo 
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redčili v 3 % BSA, kot je navedeno v preglednici 6. Med označevanjem celic smo imeli, 
zaradi fluoroforov, mikroskopsko ploščico ves čas zavito v aluminijasto folijo. 
3.3.6 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija  
Fluorescenčna konfokalna mikroskopija je svetlobna mikroskopija, ki z uporabo 
fluorescence vizualizira strukture v bioloških vzorcih, pri čemer vzorec osvetljujemo in 
opazujemo v posamezni točki. Uporabo fluorescence nam omogočajo molekule 
imenovane fluorofori, ki fluorescirajo. V vzorcu so lahko naravno prisotni ali pa jih 
dodamo. Fluorofori po absorpciji vzbujevalne svetlobe z višjo energijo oddajo svetlobo 
nižje energijo, ki ji pravimo fluorescenca [59]. 
Konfokalna mikroskopija omogoča opazovanje vzorca v eni točki in zajemu fluorescence 
le iz gorišča, kar poveča ločljivost mikroskopiranja. V primerjavi s klasičnim 
fluorescenčnim mikroskopom, konfokalni mikroskop omogoča opazovanje debelejših 
preparatov in zajem tridimenzionalnih slik. Kot vir vzbujevalne svetlobe se uporablja 
laserski žarek, ki ima nerazpršeno svetlobo visoke intenziteto, s katerim lahko opazujemo 
debele vzorce več 100 µm in fokusiramo svetlobo na opazovano točko. Zajem 
fluorescence iz goriščne ravnine nam omogoča zaslonka z majhno odprtino (angl. 
pinhole) pred detektorjem. Odprtina fokusira fluorescenco vzorca iz točke v goriščni 
ravnini in odstrani fluorescenco delov vzorca, ki je izven gorišča. Do detektorja pridejo 
le fotoni iz goriščne ravnine, kjer detektor zazna njihovo intenziteto. Za zajem celotne 
slike mikroskop v načinu rastrskega prebiranja posname točko za točko tudi po globini 
vzorca, računalnik pa sestavi tridimenzionalno sliko [59-61]. Optična pot je prikazana na 
sliki 7.  
Celice smo opazovali s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP5 na 
stojalu Leica DMI 6000 CS, pri čemer smo uporabljali oljni imerzijski objektiv s 63× 
povečavo. Fluorescenčne proteine oziroma barvila smo vzbujali z ustreznimi laserji z 
nastavljeno močjo. Za TagBFP smo uporabili 405 nm diodni laser, za Alexa Fluor 488 
514 nm argonski laser , za mCherry 543 nm HeNe laser in za Alexa Fluor 647 633 nm 
HeNe laser. Emitirano svetlobo smo zaznali v nastavljenih emisijskih oknih  – za TagBFP 
je bilo emisijsko okno med 430 in 470 nm, za Alexa Fluor 488 med 520 in 560 nm, za 
mCherry med 600 in 630 nm ter za Alexa Fluor 647 med 650 in 700 nm. Ekscitacijski in 
emisijski spektri uporabljenih fluoroforov so prikazani na sliki 8. 
Za analizo slik smo uporabili program Leica Application Suite X. 
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Slika 7: Optična pot skozi fluorescenčni konfokalni mikroskop. Z zeleno je prikazana pot žarka, 
ki iz goriščne ravnine vzorca pride do detektorja. Z rdečo je prikazana pot žarka izven goriščne 
ravnine, ki ne pride do detektorja. Povzeto po [60, 61]. 
Slika 8: Ekscitacijski in emisijski spektri uporabljenih fluoroforov. Pridobili smo jih s spletnim 
orodjem Spectra Viewer Chroma. Modri spekter pripada TagBFP, zeleni Alexa Fluor 488, 
oranžen mCherry in rdeč  Alexa Fluor 647.  
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4 Rezultati  
4.1 Genetski konstrukti 
4.1.1 Načrt genetskih konstruktov 
Pripraviti smo želeli genetske konstrukte ionskih kanalov, ki bi se uspešno pomnoževali 
v bakterijskih celicah in izražali v sesalskih celicah, na katerih smo želeli preveriti 
mehansko občutljivost. 
Vektor pcDNA3 smo uporabili kot osnovni vektor za vstavljanje gena za ionski kanal. Za 
izražanje glivnih ionskih kanalov v sesalskih celicah smo pred zaporedje ionskega kanala 
(5'-konec) vključili Kozakino zaporedje za vezavo ribosoma in start kodon. Za sledenje 
lokalizacije ionskega kanala smo na 3'-konec zaporedja uvedli zapis za hemaglutininsko 
oznako (HA). Zaradi priprave fuzijskega proteina smo stop kodon zaporedja ionskega 
kanala izpustili. V genetski konstrukt smo vključili tudi zapisa za samoizrezujoči peptid 
T2A in fluorescenčni protein TagBFP. Prepisovanje ionskega kanala in TagBFP uravnava 
isti konstitutivni promotor CMV, kar omogoča preverjanje izražanja kanala z detekcijo 
prisotnosti TagBFP. Shematski prikaz končnega genetskega vključka je na sliki 9. 
TagBFP je monomerni fluorescenčni protein, za katerega je značilno hitro zorenje. Izhaja 
iz morske veternice Entacmaea quadricolor, pripravili pa so ga z mestnospecifično 
mutagenezo iz rdečega fluorescenčnega proteina TagRFP [62].  
T2A je 18 aminokislin dolg samoizrezujoči se peptid iz virusa Thosea asigna, ki se 
uporablja za koekspersijo več proteinov iz ene mRNA. Z vmesnim zapisom za peptid 
T2A lahko združimo več bralnih okvirjev v en dolg bralni okvir, pri čemer ob translaciji 
dobimo ločene proteine. Pri translaciji T2A ribosom preskoči sintezo peptidne vezi med 
Gly in Pro (slika 9). Kodon za končni prolin je takrat na A mestu v ribosomu. Nastali 
peptidil(T2A)-ribosomski kompleks namesto vključitve 18Pro spodbudi vezavo 
evkariontskih sprostitvenih faktorjev 1 in 2 (eRF1 in eRF3) na ribosom. eRF katalizirajo 
hidrolitično terminacijo sinteze proteina. Nastala polipeptidna veriga se sprosti z 
ribosoma z Gly na C-koncu. Ker je na eni mRNA več ribosomov hkrati, ostali ribosomi 
nemoteno dokončajo sintezo peptida za T2A [63, 64]. 
Začetne oligonukleotide smo načrtali za metodo sestavljanja po Gibsonu. Začetni 
oligonukleotidi so v približno 20 nt homologni vključku, v 20 nt pa vektorju pcDNA3, 
kamor smo genetski konstrukt želeli vključiti. Genetske konstrukte smo sintetizirali, kot 
je navedeno v preglednici 8, in jih sestavili, kot je predstavljeno na  shemi genetskega 
vključka (slika 9). Zaporedja izbranih glivnih proteinov smo pomnožili iz izolirane RNA 
glive A. niger, ki smo jo z reverzno transkripcijo pretvorili v bolj stabilno cDNA. 
Zaporedje za podganji TRPV6 smo pomnožili iz vektorja pFastBac. S PCR smo 
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linearizirali tudi fagmidni vektor pcDNA3 in ga pripravili na metodo sestavljanja po 
Gibsonu. 
Na 5'- in 3'-konec smo uvedli še restrikcijski mesti EcoRI in XbaI, ki sta služili pri 
kontrolnem rezanju z restriktazama.  
 
Slika 9: Shematski prikaz genetskega vključka in cepitev samoizrezujočega peptida 
T2A. HA: hemaglutininska oznaka. 
4.1.2 Priprava genetskih konstruktov 
Iz cDNA A. niger smo želeli pomnožiti zapise za ionske kanale YVC1 in CCH1 ter 
prenašalec iz družine CorA. Pri CCH1 je bil PCR neuspešen, saj po elektroforezi PCR-
produktov ni bilo prisotne lise primerne velikosti. Delo s CCH1 smo zato opustili.  
Pri preverjanju nukleotidnega zaporedja pripravljenih vektorjev smo ugotovili, da zapis 
za YVC1 vsebuje številne točkovne mutacije in različno dolge insercije – nekaj manjših 
(1 ali 2 nukleotida) in 4 večje (59, 56, 55 in 49 nukleotidov). Zaradi številnih in različnih 
mutacij znotraj zapisa za YVC1 nismo nadaljevali dela s tem ionskim kanalom. 
Zapis za CorA je vseboval eno 69 nukleotidov dolgo insercijo, za katero smo s spletnim 
orodjem BLAST določili, da pripada intronskemu zaporedju. Načrtali smo začetna 
oligonukleotida za sestavljanje po Gibsonu, ki sta prilegala levo in desno od insercije. 
Izvedli smo delecijo s pomnoževanjem zapisa za CorA navzven. Končni fagmid z 
zapisom za CorA je dolg 8191 bp in zapisuje za 663 aminokislin dolg protein CorA.  
Pomnoženo zaporedje TRPV6 vsebuje točkovno mutacijo L495Q, ki ne moti lokalizacije 
in aktivnosti ionskega kanala [26]. Pomnoženi ionski kanal ni vseboval začetnega 
zaporedja 40 aminokislin, zato smo ga s PCR uvedli na podlagi zaporedja v bazi Uniprot 
(TRPV6, Q9R186). Načrtanemu zaporedju 40 aminokislin smo optimizirali rabo kodona 
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za translacijo v sesalskih celicah. Končni fagmid z zapisom za TRPV6 je dolg 8503 bp in 
zapisuje za 767 aminokislin dolg protein. 
4.2 Stimulacija celic  
Za preverjanje aktivnosti in mehanske občutljivosti uspešno pripravljenih ionskih 
kanalov TRPV6 in CorA smo celice mehansko ali kemijsko stimulirali. 
Mehansko stimulacijo celic smo izvedli z ultrazvočno napravo MODUSON, ki jo je 
pripravila slovenska ekipa iGEM iz leta 2016 [57]. Za primerjavo aktivnosti smo izvedli 
tudi kemijsko stimulacijo s kalcijevim ionoforom. Stimulacijo in aktivacijo ionskega 
kanala smo spremljali kot izražanje kresničkine luciferaze pod od kalcija odvisnim 
promotorjem NFAT. Stimulacija ionskega kanala je omogočila vstop kalcijevih ionov v 
celico, ti pa so v signali poti sprožili sintezo luciferaze (slika 10). Aktivnost luciferaze in 
jakost signalov smo spremljali z dvojim luciferaznim testom. 
 
Slika 10: Stimulacija ionskih kanalov z ultrazvokom in aktivacija signalne poti 
Ca2+/kalmodulin/kalcinevrin/NFAT. Ob aplikaciji ultrazvoka se odprejo mehansko občutljivi 
ionski kanali in prenesejo kalcijeve ione v celico. Ti se vežejo na kalmodulin, ki z vezanim 
kalcijevim ionom aktivira kalcinevrin, ta pa defosforilira NFAT. Defosforilacija izpostavi jedrni 
signal NFAT, zato se NFAT translocira v jedro, kjer sproži aktivacijo genov. Ker smo celice 
kotransficirali s poročevalskim vektorjem z zapisom za kresničkino luciferazo pod promotorjem 
NFAT, NFAT z vezavo sproži transkripcijo kresničkine luciferaze. Ob dodatku substrata slednja 
luminiscira. 
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Stimulacijo transficiranih sesalskih celic smo izvedli v dveh sklopih. Najprej smo želeli 
pokazati razliko v transkripcijski aktivaciji transficiranih celic med celicami HEK293T 
in HEK293T Piezo-.  
Celice HEK293T in HEK293T Piezo- smo kotransficirali z vektorji z zapisom za TRPV6 
ali CorA ter kresničkino luciferazo pod od kalcija odvisnim promotorjem NFAT in 
luciferazo Renilla pod konstitutivnim promotorjem. Vzporedno smo pripravili dve 
paralelki transficiranih celic v gojišču s CaCl2. Eno paralelko smo kemijsko stimulirali z 
2,5 µM kalcijevim ionoforom in jo primerjali s paralelko nestimuliranih celic. Kot 
kontrola so služile celice HEK293T in HEK293T Piezo-, transficirane s praznim 
vektorjem pcDNA3, s katerimi smo spremljali prehod kalcijevih ionov v celice brez 
dodatnih ionskih kanalov.  
Pričakovali smo, da bodo celice HEK293T, ki so izražale TRPV6:HA:T2A:TagBFP in 
CorA:HA:T2A:TagBFP, dosegle najvišjo aktivnost luciferaze, ki bo veliko višja od 
aktivnosti luciferaze pri celicah HEK293T Piezo-, transficiranih s 
TRPV6:HA:T2A:TagBFP, kjer ni prispevka kalcijevih ionov ionskih kanalov Piezo.  
 
Slika 11: Primerjava norminiranih vrednosti luminiscenc celic HEK293T in  
HEK293T Piezo-, transficiranih s TRPV6 ali CorA, pri stimulaciji s kalcijevim ionoforom. 
Celice smo stimulirali v gojišču s CaCl2. Kot negativno kontrolo smo uporabili celice, 
transficirane s praznim fagmidom pcDNA3. Statistično analizo smo izvedli s statističnim t-testom 
z enakimi variancami. P-vrednosti so zapisane na grafu. Eksperiment smo ponovili dvakrat z 
osmimi ponovitvami znotraj eksperimenta. 
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Rezultati stimulacije HEK293T in HEK293T Piezo- so prikazani na sliki 11. 
Luminiscenca je višja pri stimuliranih celicah glede na nestimulirane celice. HEK293T 
Piezo- izražajo manj luciferaze v primerjavi s celicami HEK293T. Nižjo luminiscenco 
celic HEK293T Piezo- glede na HEK293T zaznamo tudi, ko teh ne stimuliramo.  
Pri celicah HEK293T in HEK293T Piezo-, ki izražajo TRPV6 ali CorA, rezultati kažejo 
na različen odziv ob stimulaciji s kalcijevim ionoforom.  Celice, ki izražajo TRPV6, imajo 
bolj aktivno luciferazo glede na celice, transficirane s praznim fagmidom pcDNA3. 
Nasprotno imajo celice, ki izražajo CorA, nižjo luminiscenco od negativne kontrole. 
Za drugi del eksperimenta smo, zaradi nižje luminiscence netransficiranih celic in želje 
po višjem razmerju med signalom in šumom, uporabili celice HEK293T Piezo-. Pripravili 
smo celice HEK293T Piezo-, ki so izražale TRPV6 in CorA, ter kontrolne celice 
HEK293T Piezo-, ki smo jim transficirali s pcDNA3. Celice smo nato stimulirali s 
kalcijevim ionoforom ali ultrazvokom v gojišču s CaCl2. Preveriti smo želeli vpliv 
ultrazvoka na aktivnost ionskih kanalov.  
 
Slika 12: Primerjava norminiranih vrednosti luminiscenc celic HEK293T Piezo-, transficiranih 
z TRPV6 in CorA, na stimulacijo s kalcijevim ionoforom in ultrazvokom. Celice smo stimulirali 
v gojišču s CaCl2. Kot negativno kontrolo smo uporabili celice, transficirane s praznim fagmidom 
pcDNA3. Statistično analizo smo izvedli s statističnim t-testom z enakimi variancami. P-vrednosti 
so zapisane na grafu. Eksperiment smo ponovili dvakrat z osmimi ponovitvami znotraj 
eksperimenta. 
Rezultati stimulacije s kalcijevim ionoforom in ultrazvokom celic HEK293T Piezo- so 
prikazani na sliki 12. Opazimo, da je luminiscenca celic pri stimulaciji z ultrazvokom 
izrazito nižja kot pri stimulaciji s kalcijevim ionoforom. Celice, stimulirane z 
ultrazvokom, imajo višji odziv od nestimuliranih celic. 
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Celice, ki izražajo TRPV6, imajo pri stimulaciji z ultrazvokom primerljivo luminiscenco 
kontroli, kar smo pokazali z dvostranskim t-testom. Glede na ustrezne nestimulirane 
celice imajo celice, transficirane s praznim fagmidom pcDNA3, večji odziv na ultrazvok 
kot celice, transficirane s TRPV6. Podobno kot pri stimulaciji s kalcijevim ionoforom, je 
tudi pri stimulaciji z ultrazvokom odziv celic, ki izražajo CorA, manjši od odziva 
kontrole.  
Poleg primerjave delovanja ionskega kanala smo želeli pripravljena konstrukta 
TRPV6:HA:T2A:TagBFP  in CorA:HA:T2A:TagBFP še umestiti znotraj celice. 
4.3 Lokalizacija in izražanje 
Rezultate stimulacije lahko ovrednotimo ob upoštevanju lokalizacije ionskega kanala. Za 
efektivno delovanje ionskega kanala pričakujemo ionski kanal na celični membrani, kjer 
prispeva k vstopu kalcijevih ionov v celico. Neaktivnost ionskega kanala je lahko 
povezana z njegovo neustrezno lokalizacijo. 
Za preverjanje lokalizacije in izražanja ionskih kanalov smo uporabili celice HEK293T, 
kotransficirane s TRPV6:HA:T2A:TagBFP ali CorA:HA:T2A:TagBFP in z zapisom za 
domeno FYVE (poimenovano po proteinih Fab1, YOTB, Vac1 in EEA1 [65]), ki jo 
zaznamo preko fuzije z mCherry. Za preverjanje lokalizacije ionskega kanala in detekcijo 
celične membrane smo celice tretirali s protitelesi po postopku označevanja, opisanem v 
poglavju 3.3.5. Ionski kanal smo detektirali preko označevalca HA. Uporabili smo zajčja 
protitelesa proti označevalcu HA, ta pa smo vizualizirali s sekundarnimi protitelesi s 
fluorescenčnim barvilom Alexa Fluor 647 proti primarnim zajčjim protitelesom. 
Membrano smo vizualizirali s podenoto B koleratoksina, konjugirano s fluorescenčnim 
barvilom Alexa Fluor 488. Podenota B koleratoksina se veže na gangliozid GM1, ki je 
znotraj lipidnih raftov, in se vgradi v celično membrano [66], kar nam omogoči njeno 
vizualizacijo. S TagBFP, ki se je izražal pod istim promotorjem in sočasno kot ionski 
kanal, smo preverili izražanje konstrukta. Za negativno kontrolo smo uporabili prazni 
fagmid pcDNA3, s katerim smo želeli potrditi, da se celice brez našega konstrukta 
obarvajo samo z barvilom za membrano in endosome. Kot pozitivna kontrola je služil 
preverjen ionski kanal TRPA1 iz zbirke Kemijskega inštituta, ki se lokalizira na 
membrani in ima označevalec HA.  
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Slika 13: Shema ene podenote ionskega kanala TRPV6 (zgoraj) in prenašalca CorA 
(spodaj). Oba proteina imata citosolna N- in C-konca. Na C-konec je pripeta 
hemaglutininska oznaka (HA). TM označuje transmembransko vijačnico. 
Ker gre za ionski kanal oziroma prenašalec na celični membrani, pričakujemo večino 
označevalca HA na celični membrani na notranji strani celice (slika 13).  Pri TagBFP, ki 
se od ionskega kanala odcepi, pričakujemo citosolno lokalizacijo.  
Reprezentativni rezultati označevanja celic, ki izražajo TRPV6 (slika 14), prikazujejo 
najintenzivnejšo lokalizacijo kanala, prikazano kot fluorescenčno označen označevalec 
HA, skoncentrirano v okolici jedra (slika 14, Alexa Fluor 647). Lokalizacija na celični 
membrani je razvidna iz primerjave kontrolne lokalizacije membrane in lokalizacije 
označevalca HA (slika 14, Alexa Fluor 488 + Alexa Fluor 647). Lokalizacija označevalca 
HA ni tako izrazita, kar pomeni, da se le majhen delež TRPV6 translocira na membrano. 
Bolj izrazita je vizualizacija TRPV6 na endosomih, kar vidimo iz primerjave lokalizacije 
označevalca HA s kontrolno lokalizacijo endosomov (slika 14, mCherry + Alexa Fluor 
647). Fluorescence TagBFP ne zaznamo (slika 14, TagBFP).  
Reprezentativni rezultati označevanja celic, ki izražajo CorA in TagBFP (slika  15, Alexa 
Fluor 647 in slika  15, TagBFP), prikazujejo znotrajcelično lokalizacijo CorA in TagBFP. 
CorA kolokalizira s TagBFP (slika  15, TagBFP + Alexa Fluor 647) in se točkovno 
porazdeli po celici. Iz slike  15 (mCherry + Alexa Fluor 647) vidimo, da je na endosomih. 
Iz primerjave kontrolne membranske lokalizacije in lokalizacije CorA (slika  15, Alexa 
Fluor 488 + Alexa Fluor 647) lokalizacija na membrani pri uporabljeni ločljivosti ni 
vidna. 
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Slika 14: Preverjanje lokalizacije ionskega kanala TRPV6:HA:T2A:TagBFP. Na sliki so 
prikazane mikroskopske slike celic HEK293T, transficiranih s TRPV6. Uporabljeni fluorofori so 
navedeni na sliki. Alexa Fluor 488 (zelena): kontrolna lokalizacija membrane. mCherry 
(rumena): kontrolna lokalizacija endosomov. Alexa Fluor 647 (rdeča): lokalizacija TRPV6:HA. 
Eksperiment je bil izveden dvakrat. HA: hemaglutininska oznaka. 
 
mCherry + Alexa Fluor 647 Alexa Fluor 488 + Alexa Fluor 647 
TagBFP
 
Alexa Fluor 647 
Alexa Fluor 488 mCherry 
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Slika 15: Preverjanje lokalizacije ionskega kanala CorA:HA:T2A:TagBFP. Na sliki so 
prikazane mikroskopske slike celic HEK293T, transficiranih s CorA. Uporabljeni fluorofori so 
navedeni na sliki. Alexa Fluor 488 (zelena): kontrolna lokalizacija membrane. mCherry 
(rumena): kontrolna lokalizacija endosomov. Alexa Fluor 647 (rdeča): lokalizacija CorA:HA. 
Eksperiment je bil izveden dvakrat. HA: hemaglutininska oznaka. 
 
Alexa Fluor 488 mCherry 
Alexa Fluor 647 TagBFP
 
Alexa Fluor 488 + 
Alexa Fluor 647 
mCherry +  
Alexa Fluor 647 
TagBFP +  
Alexa Fluor 647 
 mCherry + Alexa Fluor 647 
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5 Razprava  
V okviru magistrskega dela smo preučevali občutljivost celic, ki izražajo sesalski ionski 
kanal, glivni ionski kanal in prenašalec ionov. S prenašalcem smo prikazali dodatno vrsto 
proteina, ki sodeluje pri prenosu ionov, in preverili specifičnost zasnovanega sistema. 
Z metodami molekulskega kloniranja smo uspešno pripravili dva genetska konstrukta 
mehansko občutljivih ionskih kanalov TRPV6 in CorA (slika 9), kar smo potrdili s 
določevanjem nukleotidnega zaporedja po Sangerju. Pri genetskem konstruktu TRPV6 
smo ugotovili, da zapis vsebuje točkovno mutacijo L535Q, ki je znotraj α-vijačnice TM5. 
Protein z mutacijo L535Q se glede na divji tip povišano izraža in ima divjemu tipu 
primerljivo prepustnost za kalcijeve ione ter lokalizacijo na celični membrani [26]. 
Predpostavili smo, da bodo celice, ki izražajo TRPV6 in CorA, bolj občutljive na 
ultrazvok. Ob aplikaciji ultrazvoka bi se povišala znotrajcelična koncentracija kalcijevih 
ionov, ki bi jo spremljali z izražanjem poročevalskega vektorja, ki zapisuje za kresničkino 
luciferazo pod od kalcija odvisnim promotorjem NFAT. 
S kemijskim agonistom, kalcijevim ionoforom A23187, smo potrdili delovanje 
poročevalskega sistema na celicah HEK293T in HEK293T Piezo-. Kalcijev ion, ki vstopi 
v celico, sproži transkripcijo tarčnih genov, kar pomeni, da pride do prenosa kemičnega 
dražljaja v celico. Detekcija luminiscence potrjuje tudi, da je povečanje koncentracije 
kalcijevih ionov fiziološko signifikantno, saj vzbudi fiziološki odziv, ko presežemo 
določen prag za uspešno transkripcijsko aktivacijo poročevalskega proteina. Nizek odziv 
zaznamo tudi pri nestimuliranih celicah, kar pomeni, da se poročevalski gen v manjši 
meri izraža tudi v odsotnosti signala. Čeprav takšno puščanje sistema ni zaželeno, nas pri 
nadaljnjih eksperimentih ne ovira. 
S primerjavo odzivov celic HEK293T in HEK293T Piezo- smo pokazali pričakovano 
razliko v odzivu celic, h kateri prispevajo endogeni ionski kanali Piezo celic HEK293T 
[67-69]. Za ionske kanale Piezo so pokazali, da se pri stimulaciji z ultrazvokom odprejo 
in omogočajo prenos kalcijevih ionov [52, 70, 71]. Glede na rezultate lahko skoraj 40 % 
odziva celic HEK293T pripišemo ionskim kanalom Piezo. Zaradi tega smo eksperiment 
stimulacije z ultrazvokom izvedli na celicah HEK293T Piezo- in se izognili dosegu mejne 
ravni odziva. Tako smo zagotovili lažjo interpretacijo rezultatov, ki pripadajo 
raziskovanim ionskim kanalom.  
Potrdili smo, da mehanska motnja v obliki ultrazvoka povzroči dvig znotrajcelične 
koncentracije kalcijevih ionov [25, 72-75], saj je aktivnost luciferaze višja pri stimulaciji 
z ultrazvokom kot pri nestimuliranih celicah. Povišanje je manjše kot pri stimulaciji s 
kalcijevim ionoforom. 
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TRPV6 je kot ionski kanal z vidika sonogenetike zanimiv zaradi visoke specifičnosti za 
kalcijev ion in mehanske občutljivosti [72, 73]. Ob aktivaciji bi omogočil prehod samo 
kalcijevih ionov in nadaljnjo aktivacijo od kalcija odvisnih signalnih poti.  
Celice HEK293T ali HEK293T Piezo-, ki izražajo TRPV6, imajo pri stimulaciji s 
kalcijevim ionoforom (slika 11 in 12, stimulacija s kalcijevim ionoforom), večji odziv kot 
celice, transficirane s praznim fagmidom pcDNA3. Rezultati potrjujejo, da se TRPV6 
izraža in je funkcionalen ionski kanal, ki omogoča prenos kalcijevih ionov v celico, kar 
sta pokazala tudi Miura s sodelavci in Cha sodelavci [72, 73]. 
Največji vpliv ultrazvoka, ki bi povzročil odziv celice, pričakujemo na celični membrani, 
zato je pomembno, da se čim več TRPV6 umesti na celični membrani, ker bi le tako dobili 
zadosti velik odziv. Kot okarakteriziran transmembranski kanal, ki je nativno predvsem 
na membranah polariziranih črevesnih epitelijskih celic [76], smo predpostavili, da bo 
TRPV6 v glavnini na celični membrani.  
Umestitev ionskega kanala TRPV6 v celici ni enoznačna. TRPV6 smo zaznali znotraj 
celice preko označevalca HA v ER, Golgijevem aparatu in endosomih ter na celični 
membrani (slika 14). Medtem ko je lokalizacija na celični membrani pričakovana [25, 
75], lahko znotrajcelično lokalizacijo interpretiramo na več načinov.  
Znotrajcelična lokalizacija je lahko primarna lokalizacija TRPV6 ali pa začasna 
lokalizacija pri prenosu TRPV6 na celično membrano. Vizualizacija TRPV6 v 
znotrajceličnih organelih lahko predstavlja razmeščanje novosintetiziranega TRPV6 
preko ER – Golgijev aparat na celično membrano [77]. Pokazali so že interakcijo in 
kolokalizacijo TRPV6 z Rab11, ki razmešča številne proteine iz recikiranih endosomov 
na membrano [78, 79]. 
TRPV6 na endosomih se lahko pojavi tudi zaradi internalizacije TRPV6 s celične 
membrane [77], kar bi razložilo tudi majhen delež TRPV6 na membrani. Manjšo 
lokalizacijo na celični membrani in dominantno na endosomih so opazile tudi druge 
raziskovalne skupine [25, 74, 75]. Pojav so opisali kot obrambni celični mehanizem, ki 
omeji delež TRPV6 na celični membrani in tako regulira njegovo aktivnost. Celica 
TRPV6 rajši zadrži na endosomih, kar prepreči nalaganje kalcijevih ionov v citosolu in 
posledično celično smrt [25]. Tudi za druge člane družine TRPV so pokazali, da se pri 
heterolognem izražanju drugače razmeščajo v celici kot divji tip [74].  
Na majhen delež TRPV6 na membrani lahko vpliva tudi odsotnost pomožnih proteinov 
za translokacijo v uporabljenem ekspresijskem sistemu [74] ali pa translokacijo 
preprečijo regulatorji, kot je na primer interakcija s TRPC1 [75]. Na slabši odziv TRPV6 
lahko vplivajo tudi regulatorji aktivnosti. Kalmodulin je že znani inhibitor TRPV6, ki 
izkazuje dinamično inhibicijo odvisno od koncentracije kalcijevih ionov [80].  
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Poleg razmeščanja proteina na membrano in endosome, je izrazita lokalizacija 
označevalca HA še ob jedru. Predvidevamo, da je na ER ali v njem zastaja, kar brez 
ustreznega označevalca ER z gotovostjo ne moremo trditi, je pa takšno lokalizacijo 
potrdila tudi Kim in So na divjem tipu TRPV6 v celicah HEK293 [81]. Pri nadaljnjih 
raziskavah bi bilo smiselno spremljati tudi tovrstno lokalizacijo. 
Med celicami, transficiranimi s TRPV6 ali pcDNA3, pri stimulaciji z ultrazvokom (slika 
12) ni statistično signifikantne razlike. Iz tega bi sledilo, da je pri izražanju TRPV6 prehod 
kalcijevih ionov ob uporabi ultrazvoka nespremenjen, vendar zaradi večje napake pri 
negativni kontroli tega z gotovostjo ne moremo trditi. Ker smo s stimulacijo s kalcijevim 
ionoforom potrdili, da je TRPV6 aktiven, pomeni, da sistem s TRPV6 ni oziroma je na 
ultrazvok občutljiv pod mejo zaznavnosti. Mehanska občutljivost TRPV6 je sicer slabo 
raziskana, vendar so v novejših raziskavah pokazali, da TRPV6 aktivirajo strižne sile, ki 
se pojavijo zaradi pretakanja tekočine [72, 73]. Ob aplikaciji ultrazvoka pride do 
premikanja tekočin, ki bi morale aktivirati TRPV6. Strižne sile pri aplicirani jakosti 
ultrazvoka morda niso zadosti velike za ustrezno aktivacijo TRPV6, ki bi omogočila 
transkripcijsko aktivacijo.  
V nadaljnjih raziskavah bi bilo smiselno izboljšati občutljivost sistema. Pri aktivaciji 
mehansko občutljivega ionskega kanala je pomembno, kako visoko občutljiv ionski kanal 
uporabimo in kakšno jakost ultrazvoka pri tem apliciramo.  
Občutljivost sistema na ultrazvok bi lahko izboljšali s povečanjem deleža kanala na 
celični membrani, s čimer povečamo verjetnost za aktivacijo in posledičen vnos 
kalcijevih ionov. Boljšo lokalizacijo na celični membrani bi dosegli s fuzijo proteina 
TRPV6 z dobro okarakterizirano transmembransko domeno. Na takšen način je že 
skupina iGEM Slovenija 2016 izboljšala lokalizacijo mehansko občutljivega kanala na 
celični membrani in povečala občutljivost celice na ultrazvok [82].  
Z aplikacijo močnejšega ultrazvoka bi lahko povečali možnost za uspeh aktivacije kanala. 
Pri eksperimentu smo uporabili frekvenco 310 kHz, ki je za uporabljeno sondo optimalna. 
Enak protokol je uporabila tudi skupina iGEM Slovenija 2016, pri čemer so pokazali, da 
je jakost ultrazvoka ob dovolj občutljivem kanalu primerna in ustrezna. Pri manj 
občutljivem kanalu bi bilo smiselno preveriti vpliv močnejšega ultrazvoka. V terapevtske 
namene se uporablja ultrazvok s frekvenco do 3 MHz, brez poškodb tkiv in celic, kar 
pomeni, da imamo glede na uporabljeno jakost še veliko prostora za raziskovanje. Z 
močnejšim ultrazvokom bi tvegali aktivacijo manj občutljivih endogenih ionskih kanalov, 
ki bi lahko nevarno povišali citosolno koncentracijo kalcijevih ionov. Potrebno bi bilo 
optimizirati uporabljeno jakost ultrazvoka, da bi bila relevantna ter učinkovita za dan 
biološki sistem in celic ne bi poškodovala.  
Smiselno bi bilo pripraviti tudi bolj občutljiv ionski kanal, ki bi omogočal specifično 
aktivacijo inženirskih ionskih kanalov, pri tem pa se ne bi aktivirali endogeni kanali. 
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Občutljivost ionskega kanala na ultrazvok so že povečali z dodatkom mikromehurčkov, 
ki ojačajo vpliv ultrazvoka in vplivajo na citoskelet in celično membrano [49, 83]. 
Mikromehurčke so tudi pripeli na integrinske receptorje in zaradi povezave 
mikromehurček-intergrin-citoskelet ob aplikaciji ultrazvoka omogočili premike 
citoskeleta [84]. Ionski kanal bi lahko preko fleksibilnega povezovalca direktno povezali 
s citoskeletom ali zunajceličnim matriksom in omogočili vodeno odpiranje ionskega 
kanala ob aplikaciji ultrazvoka. Z mutagenezo ionskega kanala bi lahko pripravili bolj 
občutljivo obliko proteina, kot so jo pripravili pri proteinu MscL z mutacijo I92L [85].  
Glivni prenašalec CorA primarno prenaša magnezijeve ione, v odsotnosti teh pa najhitreje 
prenaša kalcijeve ione [46]. Ker je v gojišču DMEM prisoten magnezijev ion v obliki 
MgSO4 [86], naj CorA ne bi prenašal kalcijevih ionov [46] in posledično prispeval k 
odzivu. Služi nam predvsem kot kontrola, čigar odziv naj bi bil podoben celicam, ki 
izražajo pcDNA3. K odzivu pri stimulaciji naj bi prispevali samo endogeni ionski kanali. 
Pri celicah HEK293T in HEK293T Piezo-, ki izražajo CorA, rezultati kažejo na zmanjšan 
odziv celic ob stimulaciji s kalcijevim ionoforom (slika  11) in ultrazvokom (slika 12) 
glede na odziv celic, transficiranih s praznim fagmidom pcDNA3. Luminiscenca je nižja 
pri stimulaciji s kalcijevim ionoforom, z ultrazvokom in pri nestimuliranih celicah. 
Razlage za nižji odziv so lahko povezane z delovanjem CorA.  
Predvidevajo, da je struktura evkariontskih homologov CorA primerljiva strukturi CorA 
pri T. maritima [38] iz česar bi sledilo, da je CorA lahko vključen v sistem izločanja ionov 
iz celice [44]. CorA bi lahko z namenom vzdrževanja homeostaze kalcijev ion prenesel 
iz celice in v organele. Razlaga je verjetna, če CorA ni prepusten samo za magnezijeve 
ione. 
Lokalizacijo CorA pričakujemo na celični membrani, kot so pokazali za tip ALR in tip 
MNR družine CorA [39, 87, 88]. Kot alternativna lokalizacija kanalov je lahko 
endosomalna membrana ali drug fosfolipidni dvosloj, ki obkroža znotrajcelične strukture. 
CorA se umešča pretežno na endosome in endosomom podobne strukture (slika  15). 
Slednje potrjuje tudi točkovna porazdelitev CorA po celici, ki nakazuje vezavo CorA na 
organele.   
CorA na endosomih bi lahko kalcijeve ione, ki so v celico vstopili preko endogenih 
ionskih kanalov, izločal v lumen endosomov in endosomom podobnih struktur, kar bi 
zmanjšalo znotrajcelično koncentracijo kalcijevih ionov. Lokalizacija na membrani ni 
vidna, kar ovrže domnevo o izločanju kalcijevih ionov skozi celično membrano.   
Smiselno bi bilo preveriti glikozilacijo glivnega proteina, ki ima lahko glede na sesalske 
proteine veliko obsežnejše vzorce glikozilacije [89]. Nepravilna glikozilacija bi lahko 
zmotila funkcionalnost glivnega proteina v sesalskem ekspresijskem sistemu. 
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Rezultati vizualizacije TagBFP, ki je pokazatelj učinkovitosti izražanja, niso dali 
konsistentnih rezultatov. TagBFP smo povezali z genom za TRPV6 ali CorA preko T2A. 
Ob predpostavki učinkovite cepitve T2A, pričakujemo, da se bo TagBFP izražal 
citosolno. V povezavi s TRPV6 se TagBFP ne izraža (slika 14, TagBFP), kar je lahko 
posledica neustrezne cepitve T2A in s tem nepravilnega zvitja TagBFP. Pri celicah, ki so 
izražale CorA, se TagBFP izraža. Primerjava lokalizacije TagBFP in CorA (slika  15, 
TagBFP + Alexa Fluor 647) je precej podobna. Ena od  možnih razlag je, da je bila cepitev 
T2A neuspešna in se CorA izraža kot himerni protein CorA-TagBFP. Ker je 
funkcionalnost CorA povezana predvsem s C-koncem [38], bi lahko fuzija s TagBFP 
ovirala delovanje CorA. Iz primerjave s slikami lokalizacije ER-Golgijev aparat [90], bi 
lahko kolokalizacija TagBFP in CorA predstavljala ER in Golgijev aparat, ki ustreza poti 
po kateri se protein razmešča na membrano [91], kar brez ustreznega označevanja ER in 
Golgijevega aparata ne moremo z zagotovostjo zaključiti. Procesiranje CorA je lahko 
omejeno, zaradi česar se CorA zadrži v omenjenih organelih ali pa je takšna lokalizacija 
CorA v celicah HEK293T pravilna. 
Pokazali smo, da sistem zaznavanja kalcijevih ionov deluje. Znotraj celice pride do 
interakcij, ki aktivirajo endogene mehanizme in mehanizme, ki jih uvedemo za želen 
odgovor. Do odziva prihaja tudi pri nestimuliranih celicah, kar pomeni, da prihaja do 
puščanja sistema. Pozornost bi lahko v prihodnje namenili odpravi puščanja sistema. 
Odpravili bi ga lahko s tesnejšim uravnavanjem transkripcijske aktivacije z uporabo 
transkripcijskega aktivatorja iz dveh delov. Pri tem bi morala biti oba dela odvisna od 
povišanja koncentracije kalcijevih ionov in se le takrat sestaviti ter aktivirati izražanje 
poročevalskega gena. 
Občutljivost zastavljenega sistema na ultrazvok je slabša od pričakovanj. Zaradi 
potencialno uporabne aplikacije ultrazvoka, predvsem v terapiji, bi bilo smiselno raziskati 
in pripraviti občutljivejši sistem, ki bi ga lahko uporabili v našo korist in korist celic.  
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6 Zaključek 
V okviru magistrskega dela smo pripravili genetske konstrukte mehansko občutljivih 
ionskih kanalov in preučili njihov vpliv na povečanje občutljivosti celic. Z metodami 
molekulskega kloniranja in sestavljanjem po Gibsonu smo uspešno pripravili genetska 
konstrukta sesalskega kanala TRPV6 in glivnega prenašalca CorA in ju izrazili v 
sesalskih celicah.  
Pokazali smo, da pri stimulaciji s kalcijevim ionoforom v celico prehajajo kalcijevi ioni, 
katerih povišano koncentracijo smo spremljali kot izražanje poročevalskega proteina pod 
od kalcija odvisnim promotorjem NFAT. Ob dovolj visoki koncentraciji kalcijevih ionov 
se je celica odzvala s sintezo luciferaze. Sistem, ki smo si ga zastavili deluje, zato smo ga 
vpeljali v eksperiment stimulacije z ultrazvokom. Naša prva hipoteza je bila, da bomo z 
izražanjem mehansko občutljivih ionskih kanalov pripravili sistem, občutljiv na 
ultrazvok, ki bo kot odgovor na ultrazvok povišal znotrajcelično koncentracijo kalcijevih 
ionov. Celice so imele ob stimulaciji z ultrazvokom glede na nestimulirane celice povišan 
odziv. Aktivacija celic je bila neodvisna od izražanja TRPV6 ali CorA, s čimer smo ovrgli 
prvo delovno hipotezo.  
Z drugo hipotezo smo želeli določiti občutljivost celic s sledenjem poročevalskega 
proteina kot odgovor na povišano koncentracijo kalcijevih ionov v citosolu in lokalizacijo 
mehansko občutljivih ionskih kanalov v celici. Izražanje poročevalskega proteina in 
lokalizacija TRPV6 in CorA sta pokazala občutljivost sistema, zato lahko hipotezo v 
celoti potrdimo. S sledenjem poročevalskega proteina smo pokazali, da se celicam ob 
izražanju TRPV6 ali CorA občutljivost na ultrazvok ne poveča. Z imunodetekcijo smo 
spremljali lokalizacijo ionskega kanala TRPV6, ki se umešča na celično membrano, 
endosome in organele. CorA se podobno kot TRPV6 umešča na endosome. TRPV6 
prispeva k odzivu celic pri stimulaciji s kalcijevim ionoforom. Nasprotno in pričakovano, 
CorA, kot primarni prenašalec magnezijevih ionov ne prispeva k odzivu na kalcijeve ione, 
ampak ga celo zniža.  
Za povečan odziv celic na ultrazvok bi bilo potrebno pripraviti občutljivejši sistem. 
Povečano občutljivost bi lahko dosegli na ravni stimulacije ali z modifikacijami ionskega 
kanala in njegove lokalizacije. V prihodnjih raziskavah bi lahko raziskali vpliv ultrazvoka 
višjih frekvenc ali jakosti na odziv in viabilnost celic. Večji odziv bi lahko dosegli tudi s 
povečanim izražanjem ionskih kanalov na celični membrani s fuzijami s transmembranski 
domenami. Občutljivost bi lahko povečali z dodatkom mikromehurčkov in povezavo s 
citoskeletom ter zunajceličnim matriksom, čigar premiki bi ojačali vpliv ultrazvoka na 
ionski kanal. Pri tem bi morali zagotoviti ustrezno občutljivost kanala, ki bi se odzival 
samo v primeru stimulacije in ne bi povečal tveganja za nalaganja kalcijevih ionov v 
celici.  
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Kljub potrebi po optimizaciji našega sistema je, zaradi hitrega razvijanja sonogenetike, 
smiselno nadaljnje raziskave usmeriti v več smeri. Sonogenetika predstavlja novost v 
sintezni biologiji in terapiji, ki temelji na neinvazivni usmerjeni stimulaciji in aktivaciji 
inženirsko spremenjenih celic. Pri tem je ključna specifičnost in občutljivost sistema, ki 
jo določajo mehansko občutljivi kanali. Z izražanjem heterolognih kanalov bi lahko 
zagotovili njihovo aktivacijo in se izognili prekomerni aktivaciji. Aktivacija omogoči 
prehod kalcijevih ionov in aktivacijo od kalcija odvisnih signalnih poti. Uvedemo lahko 
genetska vezja, ki bi nam omogočala manipulacijo s celicami in narekovala celični 
odgovor.  
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